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RESUMEN

Las consecuencias clinicopatolégicas de la TB oportunista en el curso y desenlace de
la infeccion del VIH-1 han sido bien estudiadas. Sin embargo, poca informacion ha sido
generada acerca del impacto de la infeccion micobacteriana sobre el fenotipo de los linfocitos
T en pacientes coinfectados por el VIH-1/Mtb. En este estudio se analizé el fenotipo de
células mononucleares de sangre periférica de 46 pacientes infectados unicamente por el
VIH-1, 23 pacientes con tuberculosis pulmonar activa y 9 pacientes con la coinfeccién VIH-
1/Mtb. En congruencia con lo establecido, en los 46 pacientes VIH-1+ estudiados se
observo disminucion de los linfocitos CD4 (=500 células CD4+/ul, 16 casos; 499-200/ul, 17
casos; <200/ul, 13 pacientes ) que se asocio a un incremento compensatorio de los linfocitos
CD8+, disminucién en la expresion de moléculas asociadas a activacion celular, incremento
en la regulacion del marcador de apoptosis CD95 y de la molécula de coestimulacion CD28.
Los hallazgos en los 23 pacientes con TB, mostraron disminucion marcada de linfocitos
CD3+ y disminucion marcada de células CD4+ y CD8+. El principal hallazgo fue la gran
disminucién en la expresion de CD28 en las células CD4+ y CD8+. No hubo diferencias
entre SIDA y coinfeccion en lo que respecta a las células CD4+. En relacion con el SIDA, en
la coinfeccidn se observéd un incremento en la expresion de la molécula proapoptética CD95
en linfocitos CD4+. En la coinfeccion se observO un aparente efecto de rescate en la
expresion de CD45RA, CD45RO y CD27. En las tres condiciones analizadas, el hallazgo
més sobresaliente fue el decremento marcado en la expresion de CD28. En resumen en
este trabajo mostramos que la TB oportunista modifica el fenotipo de los linfocitos T en la
coinfeccion VIH-1/Mtb.



I. INTRODUCCION.

La asociacién de dos agentes infecciosos pertenecientes a géneros diferentes como
son Mycobacterium tuberculosis (Mtb) y el Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo-1 (VIH-
1) ha dado lugar a un problema de salud de grandes dimensiones sobretodo en paises
pobremente desarrollados. La coinfeccion VIH-1/Mtb ejemplifica de manera dramatica las
sinergias que se pueden dar entre dos microorganismos filogenéticamente distantes. Esta
coinfeccion ademas demuestra la importancia del papel que los linfocitos T CD4+ participan
en la resistencia a la infeccion por micobacterias.

El VIH-1, agente etiologico del sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA), es
un patégeno de muy reciente identificacion. A principios de la década de los 80's se
detectaron los primeros casos de SIDA en individuos homosexuales y en 1983 un grupo de
investigadores del Instituto Pasteur de Paris encabezado por Luc Montagnier, identificaron al
virus responsable, al que se denomind inicialmente como el virus asociado a la
linfoadenopatia (Barre-Sinoussi et al., 1983). En 1984 Robert Gallo identificé al mismo virus
denominandolo virus linfotropico T humano tipo Il (Popovic et al., 1984). Por lo anterior se
produjo una disputa entre Gallo y Montagnier que se resolvio a favor de este Ultimo.
Finalmente, el virus se denominé VIH-1. Ha habido controversias acerca de si este virus es el
causante real del SIDA, sin embargo, el consenso actual de la comunidad cientifica es que el
SIDA es producido por el virus identificado por Montagnier en 1983. Poco después de que se
identificé el VIH-1, se identificé un virus semejante en macacos cautivos denominado virus
de la inmunodeficiencia del simio (SIV, por sus siglas en inglés) (Henrickson et al., 1984).
Posteriormente, en pacientes africanos con SIDA se identifico un virus relacionado con el
VIH-1 denominado VIH-2 el cual produce cuadros menos graves de SIDA en Africa,
principalmente en Guinea-Bissau y en Cabo Verde (Clavel et al., 1986). Hay que mencionar
gue la gran mayoria de los casos de SIDA son producidos por el VIH-1.

Mtb es el agente etiologico de la tuberculosis (TB) una infeccién que se adquiere por 3
vias principales: por via respiratoria al inhalar aerosoles que transportan bacilos, por
ingestion de material contaminado como la leche de vacas tuberculosas y por inoculacion
accidental con material infectado; la primera via es la principal (2000). En 1882, ante la
Sociedad Fisiologica de Berlin, Roberto Koch presentd estudios que demostraban que el

bacilo que hoy lleva su nombre era el agente causal de la TB (Schluger, 2005). A partir de



ese momento se han venido realizando numerosos esfuerzos para erradicar la TB, lo que
todavia no se ha logrado, en parte porque el conocimiento acerca de los mecanismos
involucrados en la infeccién por Mtb es aun insuficiente.

La infeccion por el VIH-1 se reconoce ahora como una pandemia. Para enero del 2006
el Programa de la ONU para el SIDA (UNAIDS) estimaba que esta infeccion viral habia
causado la muerte, desde su aparicion en diciembre de 1981, a mas de 25 millones de
personas, lo que la hace una de las infecciones mas letales en la historia de la humanidad.
Se estima que en 2005, a nivel mundial, 40 millones de personas estaban infectadas por el
VIH-1, se registraron 4.1 millones de nuevos casos y hubo 2.8 millones de decesos, de los
cuales 570,000 fueron nifios (Lekkerkerker et al., 2006).

La TB es una de las enfermedades infecciosas mas importantes, sobretodo en paises
en vias de desarrollo (Aung et al., 2000;Bloom, 1992; Bloom and Murray, 1992; Trunz et al.,
2006). En el siglo XX la incidencia de la TB disminuyé y se pensé que pronto seria
erradicada. Esto se atribuy6é principalmente a la vacunacion con BCG y al uso de
medicamentos antifimicos. Sin embargo, en los 80’s se observé un aumento inesperado en
los casos de TB tanto en paises ricos como pobres (Corbett et al., 2003; Dolin et al., 1994).
En la actualidad la infeccién por el bacilo de Koch es la principal causa de muerte por un
agente infeccioso individual y se piensa que continuard siendo la séptima causa de muerte
en el mundo, incluso hasta el afio 2020 (Bloom and Murray, 1992; Bloom, 1992). Anualmente
se reportan a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) 8.3 millones de casos nuevos de
TB y 1.8 millones de decesos por esta infeccion (Corbett et al., 2003; Dolin et al., 1994). Por
otra parte, es preocupante que aproximadamente dos tercios de la poblacion mundial
desarrollen reacciones positivas a la tuberculina, lo cual se ha tomado como una indicacion
de infeccion latente (Corbett et al., 2003; Dolin et al., 1994).

En lo que concierne a la coinfeccién por el VIH-1 y Mtb (VIH-1/Mtb), est4 bien
establecido que estos patdgenos se potencian para producir una infeccion que recientemente
se ha convertido en un problema de salud muy preocupante, sobre todo en paises pobres
(Garrait et al., 1997). La inmunosupresiéon producida por el VIH-1 favorece la infeccion por
Mtb, y en reciprocidad, la activacion del sistema inmune inducida por el bacilo promueve la
infectividad y la replicacion viral (Corbett et al., 2003). Se considera que la emergencia del
VIH-1 es en parte la causa del incremento de los casos de TB, lo que se relaciona con la
disminucién de los linfocitos T CD4+ que son la principal defensa en contra del bacilo de la
TB (Flynn and Chan, 2001;Pantaleo and Fauci, 1996); (Stenger and Modlin, 1999). El

8



impacto de la epidemia del SIDA en la incidencia de la TB ha sido muy significativa como lo
demuestran los siguientes datos: 9 % de los casos de TB y 12 % de los decesos por esta
infeccion se atribuyen a la infeccion por VIH-1; la prevalencia de la coinfeccidon VIH-1/Mtb es
de 0.36 %, con 11 millones de coinfectados reportados en todo el mundo en el 2003. En
Africa, la TB es la causa mas importante de muerte del paciente con SIDA (Corbett et al.,
2003; Dolin et al., 1994;Whalen et al., 1995).

Enseguida revisaremos separadamente aspectos importantes de la infeccion por el
VIH-1, de la TB y de la coinfeccion VIH-1/Mtb

ll. LA INFECCION POR EL VIH-1

[I-1. El agente etioldgico.

El VIH-1 es el agente etiologico del sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA)
(Barre-Sinoussi et al., 1983). A grandes rasgos la estructura del VIH-1 es la siguiente. Se
trata de un retrovirus de 120 nm de diametro, compuesto por 2 copias de acido ribonucleico
(ARN) de una cadena que codifica 9 genes virales rodeados por una capside conica
compuesta por la proteina viral p24 (Chan et al., 1997). EI ARN esta firmemente unido a las
proteinas de la nucleocapside, p7 y a enzimas requeridas para el desarrollo del viribn, como
son la transcriptasa reversa, proteasa y la integrasa. El virién esta rodeado por una matriz
compuesta por la proteina viral p17 que protege su integridad. El virién esta rodeado por la
envoltura viral compuesta de dos capas de fosfolipidos provenientes de la membrana de la
célula infectada. En la envoltura viral se expresan las proteinas producto del gen env
compuesta por las glicoproteinas transmembranales gpl20 y gp4l. Este complejo de
glicoproteinas participa en la union y fusién del virus con la célula hospedera (Chan et al.,
1997).

I1-2. Mecanismos de infeccidn.

La infeccion por el VIH-1 se puede adquirir por tres vias principales (Pope and Haase,
2003). Por la via sexual el contagio se produce por el contacto de secreciones infectadas con
la mucosa genital, rectal u oral de la otra persona. La via parenteral es generalmente por el

uso de jeringas contaminadas, transfusion de sangre contaminada o de productos
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contaminados derivados de la sangre. La transmision vertical de madre a hijo ocurre durante
el embarazo, o la lactancia. En menor grado la transmision se da por contagio ocupacional y
por la realizacibn de perforaciones cutaneas para colocar anillos u otros adornos y por
tatuajes y escarificaciones. La principal ruta de infeccién es a través de las mucosas durante
el contacto sexual.

El VIH-1 infecta células del sistema inmune como son los linfocitos T de ayuda CD4+,
los macréfagos y las células dendriticas (CD) (Pantaleo and Fauci, 1996). El VIH-1 infecta
macréfagos y linfocitos T CD4+ inicialmente por la unién de glicoproteinas virales de
superficie a receptores membranales de la célula blanco lo que es seguido de la liberacion de
la capside viral al interior de la célula (Chan et al., 1997; Chan and Kim, 1998). El primer
paso consiste en la union de dominios de la gp120 viral a la glicoproteina CD4, lo que resulta
en la exposicion de dominios de unién para el receptor de quimiocina generalmente CCR5 o
CXCRA4. La gp41 interviene en la fusion de la envoltura viral con la membrana plasmatica de
la célula blanco, para la posterior entrada del genoma y las proteinas virales asociadas como
la transcriptasa reversa, integrasa y proteasa al interior de la célula. (Chan and Kim, 1998).

El papel que juegan las CD en la infeccion por el VIH-1 es de mucho interés. Estas
células, que funcionan como centinelas del sistema inmunolégico en mucosas Yy
submucosas, capturan al virus en el sitio de entrada y lo transportan a los ganglios linfaticos
de drenaje donde lo transfieren a la célula blanco (Belyakov and Berzofsky, 2004);(Pope and
Haase, 2003). In vitro, se ha observado que las CD promueven la infeccion no productiva de
células T CD4+ (Cameron et al., 1992). Estas células son susceptibles a la infeccion viral en
etapas tardias y producen nuevas particulas virales infectivas, funcionando como reservorios
del virus (Lekkerkerker et al., 2006). La molécula de adhesion DC-SIGN especifica de las CD
funciona como una molécula de adhesion que facilita la infeccion ya que interacciona con la
glicoproteina viral de superficie (gpl20) sin inducir fusibn membranal (Curtis et al.,
1992;Geijtenbeek et al., 2000); al entrar en contacto las CD con las células T CD4+, el VIH-1
se transloca a la membrana de la CD para formar la llamada sinapsis infecciosa la que facilita
la infeccidbn (McDonald et al., 2003). La formacion de la sinapsis infecciosa es similar al
contacto que se genera entre la CD y la célula T en la sinapsis inmunoldgica que involucra
moléculas de adhesion, sefalizacion, coestimulacion y al receptor de células T para antigeno
(Piguet and Sattentau, 2004). En CD manipuladas genéticamente que no expresan DC-
SIGN, el VIH-1 no es transferido al linfocito T CD4+ (Arrighi et al., 2004).
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Otro aspecto fundamental en la infeccion por el VIH-1 es la participacion de los
receptores para quimiocinas CCR5 y CXCR4. EIl VIH-1 se puede clasificar de acuerdo a su
habilidad para usar selectivamente CCR5, CXCR4, o ambos receptores. Las cepas virales
gue predominan durante la fase asintomatica utilizan casi exclusivamente CCR5; estas cepas
se replican eficientemente en células T de activacion/memoria que expresan niveles altos de
CXCRS5, que abundan en el tejido linfoide asociado a intestino (Brenchley et al., 2004), en
células T CD4+ primarias (Schweighardt et al. 2004), macréfagos (Locher et al., 2005) y
células dendriticas (Schmitt et al. 2006). Esta cepa ha mostrado elevados niveles de
replicacion (Schweighardt et al. 2004), supervivencia mayor capacidad para diseminarse
(Locher et al., 2005) a través de células dendriticas epiteliales (Turville et al. 2003) y del timo
(Schmitt et al. 2006).

En la fase progresiva de la infecciébn aparecen cepas que usan CXCR4; este “switch”
parece deberse a la competencia por quimiocinas con afinidad por CCR5. Estos ultimos
coreceptores menores, como por ejemplo CCR1, CCR3 y GPR15 (Xu et al. 2008), a

diferencia de CCR5 y CXCR4, tienen un patrén de expresion tejido especifico.

[I-3. Replicacion y transcripcién del VIH-1

Una vez que la capside viral penetra la célula, se llevan a cabo una serie de eventos
gue culminan en la integracion del material genético viral al de la célula infectada (Zheng et
al., 2005). En primer término, la transcriptasa reversa libera al RNA de las proteinas virales y
lo copia como &cido desoxiribonucleico (ADN) complementario para formar ADN viral de
doble cadena que es transportado al nucleo de la célula infectada donde es integrado al
genoma celular bajo la accién de una enzima llamada integrasa. Para que se replique el virus
es necesaria la participacion de factores de transcripcion, siendo importante NF-kB el cual se

sobre expresa en el linfocito T activado (Hiscott et al., 2001).

lI- 4. Eventos inmunolégicos y curso de lainfeccion.

Una vez que el VIH-1 ha infectado al linfocito T CD4+, el curso de la infeccion se
caracteriza por una fase aguda sintomatica, de inicio brusco que dura de 3 a 14 dias,
caracterizada clinicamente por fiebre, malestar general, sudoracion, letargia, anorexia
mialgias, artralgias, cefalea, nauseas diarrea, adenopatia generalizada y erupcion
maculopapular en el tronco. Los datos de laboratorio muestran trombocitopenia, viremia
11



elevada y caida de linfocitos T CD4+ (Cooper et al., 1985). Esta fase conlleva a la formacion
de un reservorio de linfocitos infectados con el virus en estado latente (Chun et al.,
1998;Pitcher et al., 1999). Posteriormente, se observa una caida abrupta de la carga viral,
aumento de células T CD8+ periféricas y el establecimiento de una fase asintomatica que
dura unos 10 aflos en progresores tipicos. Ademas, se han reportado individuos de rapida
progresion, con dos o tres afios de infeccion primaria y una carga viral elevada desde el inicio
de la infeccion; de la misma maner se reportan los no progresores gue se caracterizan por
mantener sus funciones inmunoldgicas y cuentas de los linfocitos T CD4+ dentro del rango
normal con una baja carga viral y un curso asintomatico de la infeccion. También se han
descrito pacientes que la progresion de la infeccion viral es similar al comportamiento tipico,
pero con parametros clinicos y de laboratorio anormales, no obstante, se mantienen estables
por un periodo largo de tiempo (Pantaleo and Fauci, 1996). La fase asintomatica se
caracteriza por una disminucion gradual del nimero de células T CD4+ de sangre periférica 'y
aumento en la viremia. La infeccién por el VIH-1 conduce a una disminucion de las células T
CD4+ en sangre a través de varios mecanismos: la lisis directa de la célula infectada,
induccion de apoptosis y lisis de los linfocitos T CD4+ por linfocitos T CD8+ citotoxicos.
Ademas de la participacion de moléculas virales como Nef que participa en el secuestro
intracelular de la molécula CD4 (Brady et al. 1993), el reclutamiento de células T CD4+ en
organos linfoides infectados a través de receptores de quimiocinas también contribuye en la
disminucién en sangre de estas células (Foley et al. 2005) y otro aspecto importante es la
reducida capacidad proliferativa de los precursores hematopoyéticos en pacientes con SIDA,
asociada a los cambios de la morfologia, citopenia y funciones deficientes en la médula 6sea
inducidos por el VIH-1 (Isgro et al. 2000).

Cuando las cuentas de linfocitos T CD4+ periféricos disminuyen a menos de 200/mm?,
aparecen neoplasias y las infecciones oportunistas que caracterizan al SIDA (Pantaleo and
Fauci, 1996).

La infeccion por el VIH-1 resulta en una disminucion progresiva de la inmunidad celular
gue se debe en gran medida a la caida progresiva en el nimero de los linfocitos T CD4+. Asi
mismo, se ha reportado trastornos en la funcionalidad de las células T CD4+, como lo
reportado por Rosenberg que no detectd respuesta proliferativa en contra de p24 en
pacientes con infeccién cronica, pero fue detectada de manera importante en pacientes no
progresores, e inversamente proporcional a la carga viral (Rosenberg et al. 1997). Por otra

parte, se demostré que pacientes con enfermedad progresiva, asi como no progresores
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expresan sintesis de citocinas en respuesta a p55, un antigeno proteico del VIH-1 (Pitcher et
al. 1999). Estos hallazgos indican que probablemente la respuesta proliferativa se pierde en
una etapa temprana del curso de la infeccion crénica, mientras que la respuesta de citocinas
es aun detectable (Palmer et al. 2002).

Con respecto a las células T CD8+, también se han detectado trastornos en su
funcién, incluso en mayor grado y en un nimero mas grande de individuos que lo reportado
para las células T CD4+ (Gea-Banacloche et al. 2000; Betts et al. 2001). Por ejemplo los
linfocitos T CD8+ pueden ser capaces de producir citocinas, pero no de ejercer su funcion
citotéxica (Appay et al. 2000), asi mismo, pueden no producir IFN-y (Kostense et al. 2001) o
solo cuando son estimuladas por IL-2 (Lieberman et al. 2001), indicando que una posible
causa de la disfuncién in vivo, sea la falta de IL-2 (Maecker et al. 2003), incluso otra causa
podria ser la presencia de TGF-B (Garba et al. 2002).

El curso de la infeccion puede ser monitoreado mediante cuentas periddicas de
células T CD4+ en sangre periférica. Ademas de la disminucion de las células T CD4+, en el
paciente VIH-1+ se han reportado alteraciones fenotipicas diversas. Por ejemplo, hay
disminucién de la molécula coestimuladora CD28 en linfocitos T CD4+ y CD8+, lo que resulta
en decremento del potencial proliferativo y en anergia (Choremi-Papadopoulou et al., 1994).

Se ha observado disminucion de células B CD27+ lo que se correlaciona con la
disminucién de las células T CD4+ y un aumento en los niveles séricos de la forma soluble
del CD27 (Widney et al., 1999). En condiciones normales no se observan células CD30+ en
sangre, sin embargo, se han detectado niveles elevados de CD30 soluble en sueros de
pacientes VIH-1+, lo que sugiere la participacion de CD30 en la patogénesis del VIH-1 (del
Prete et al., 1995;Pizzolo et al., 1994). Por otra parte, se sabe que el VIH-1 se replica
preferentemente en células Th2 y ThO, las que expresan CD30 (del Prete et al., 1995;Pizzolo
et al., 1994). Ademas, lineas policlonales CD4+ y clonas de células T CD8+CD30L+ de
pacientes con SIDA estimuladas con anticuerpos monoclonales anti-CD30 o anti-CDS3,
inducen un incremento de p24, un indicador de la replicacion viral. En el mismo estudio,
CD30L incremento la p24 10 a 100 veces mas, indicando que la activacion celular via CD30
es mas efectiva a través de su ligando natural. Estos hallazgos fueron apoyados por
observaciones estimulando células mononucleares de sangre periférica de individuos VIH-1+
con anticuerpos anti-CD30L o una proteina de fusiéon CD30-Ig, lo que resultd en la inhibicién
de la produccién de p24 (Biswas et al., 1995;Maggi et al., 1995;Romagnani et al., 1996).
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II-5. Papel regulador de las citocinas sobre la replicacion viral.

Las citocinas juegan un papel importante en la infeccion por el VIH-1. Se han

demostrado niveles séricos elevados de interferon IFN-o (Krown et al., 1991), IFN-y (Fusch
et al., 1989), interleucina 6 (Breen et al., 1990), interleucina 1 (Lepe-Zuniga et al., 1987) y

TNF-o (Wright et al.,, 1988), lo que es mas pronunciado en etapas avanzadas de la
enfermedad. Se ha reportado asi mismo que algunas citocinas son capaces de inducir la
replicaciéon del VIH-1 (Clouse et al., 1989;Poli et al., 1990;Poli et al., 1990;Tsunetsugu-Yokota
and Honda, 1990). Por otra parte, por la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(RT-PCR) (Fan et al., 1993) y por la técnica del "DNA ramificado" (b-DNA) (Breen et al.,

1997; Fan et al., 1993) se han demostrado niveles elevados de ARNm de IFN-y en individuos

VIH-1+, que se correlacionan con un namero bajo de linfocitos T CD4* (Fan et al.,
1993;Breen et al., 1997; Fan et al., 1993). TNF-a. es un potente activador de la replicacion
viral en células T y monaocitos infectados (Rosenberg and Fauci, 1990;Clouse et al., 1989), al
igual que lo son interleucina (IL) -1 e IL-6 (Tsunetsugu-Yokota and Honda, 1990). Se ha
observado una correlacion entre el incremento del TNF-a y los niveles del ARNm del VIH-1
en plasma y la gravedad de la enfermedad (Lau and Williams, 1990). Se ha propuesto que
la progresion al SIDA es mediada por un cambio en el patron de sintesis de citocinas de Thl
a Th2 (Clerici et al. 1993). Sin embargo este cambio cualitativo de citocinas Th1/Th2 también
podria ser mas que la causa, una consecuencia de la progresién al SIDA debido al fracaso
progresivo de la inmunidad mediada por células observado en estos pacientes (Klein et al.
1997).

Es de interés que no haya una incremento concomitante en la sintesis de IL-2, lo cual
indica que en la infeccion por VIH-1 hay un trastorno en la regulacion de las citocinas,
reportdndose ademds una disociacion entre la producciéon de IL-2 y la de IFN-y (Fan et al.,
1993;Tsunetsugu-Yokota and Honda, 1990). Sin embargo, la adicion de IL-2 recombinante a
cultivos in vitro mejora la respuesta a mitdgenos de las células T de pacientes con SIDA
(Sheridan et al., 1984). Ensayos clinicos con IL-2 en pacientes infectados con el VIH-1
demuestran un incremento en el numero de células T CD4+ (Sereti and Lane, 2001). Asi
mismo, niveles disminuidos de IL-16 correlacionan con progresion de la infeccion por el VIH-

1, por lo que la terapia con IL-16 ademas de IL-2 podria ser benéfica restaurando la
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respuesta de las células T CD4+. IL-16 activa células T CD4+ de memoria que responden a
IL-2 (Center et al., 2000). En vista de lo anterior, se considera que la progresion al SIDA esta
mediada por una sobreproduccion de citocinas que incrementan la replicacion del VIH-1,
como seria el TNF-a. Esto podria deberse a la alta produccion de IFN-y caracteristica de la
infeccion por VIH-1, el cual al generar una sefal de activacion en macréfagos, los hace
secretar niveles altos de TNF-a, estableciéndose asi un circulo vicioso que conduciria a la

progresion de la infecciéon por VIH-1 al SIDA y finalmente a la muerte (Lau and Williams,

1990; Breen et al., 1997).

II-6. El papel de los linfocitos CD8+ en la infeccion por el VIH-1+.

Concomitante con la disminucion de células T CD4+, en las fases iniciales y en la fase
de latencia hay una expansion de los linfocitos T CD8+, que se considera importante en el
control de la viremia, sin embargo esta respuesta no es capaz de eliminar al VIH-1 (Pantaleo
and Fauci, 1996). Los linfocitos T CD8+ expresan marcadores de membrana asociados con
activacion como CD38 y HLA-DR (Choremi-Papadopoulou et al., 2000). El incremento de las
células CD8+CD38+ y CD8+HLA-DR+ es proporcional a la gravedad de la infeccién viral,
habiéndose reportado que las células CD8+HLA-DR+ de pacientes VIH-1+ no proliferan in
vitro al ser tratadas con PHA, IL-2 y anticuerpos en contra de CD2 , CD3 y CD28 (Prince and
Jensen, 1991). Estas células mostraron una deficiente expresion de CD25 (IL-2R de alta
afinidad), lo que podria explicar la anergia. La importancia de la activacion celular en el curso
de la infeccién por el VIH-1 se confirma por estudios en los que el tratamiento con antivirales
resultd en disminucién de células CD8+HLA-DR+ lo que se asoci6é a una disminucién de la
carga viral (Gray et al., 1998). Se han identificado factores con actividad supresora del VIH-1,
producidos por las células T CD8+ como son RANTES, MIP-1a y MIP-13 bloqueando la
entrada del VIH-1 y otro denominado factor antiretroviral de linfocitos T CD8+ que controla la
replicacion del virus sin actividad citotoxica (Cocchi et al., 1995;Levy et al., 1996). Ademas de
los linfocitos T CD8+, los macréfagos producen factores solubles aun no caracterizados que
bloguean las variantes virales que usan CXCR4 para infectar sus células blanco (Verani et
al., 2002;Yang et al., 1997). La actividad no litica supresora del VIH-1 de las células T CD8+
es considerablemente mas fuerte cuando se da un contacto directo con las células blanco
infectadas indicando la participacion de factores no solubles asociados a la célula (Levy et
al., 1996).
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Hay que mencionar que en pacientes infectados se han identificado anticuerpos con
importante actividad neutralizante en contra diferentes proteinas del VIH-1 como son p24,
gp120, gp4l, pl7, nef, gag y pol (Tsoukas and Bernard, 1994), que se detectan
principalmente al principio de la infeccion primaria (Pantaleo and Fauci, 1996;Tsoukas and
Bernard, 1994). Sin embargo, esto no ha sido descrito en la mayoria de los pacientes por lo
gue se cuestiona su relevancia contra el virus. Por otro lado, el VIH-1 emplea diversos
mecanismos para evadir la respuesta inmunoldgica. La proteina reguladora del VIH-1, nef,
ademas de impedir la migracion de las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC)-I hacia la superficie de la célula y el reconocimiento por los
linfocitos T CD8+, induce internalizacion y degradacion endosomal de algunas de estas

moléculas (Schwartz et al., 1996).

[ll. TUBERCULOSIS

[lI-1. El agente causal

Mycobacterium tuberculosis es una bacteria que pertenece al complejo Mycobacterium
tuberculosis, cuyos otros miembros son M. bovis, M. bovis-BCG, M. africanum, M. microti y
M. canetti (2000). Se trata de una bacteria estructuralmente muy compleja; la secuenciacion
de su genoma en 1998 ha venido a dar un gran impulso al estudio de su estructura molecular
(Cole et al., 1998;Tsoukas and Bernard, 1994). El genoma de Mtb posee la capacidad para
dirigir la sintesis de unas 4,000 proteinas. Se piensa que casi la cuarta parte de los genes
codifican para proteinas conservadas. Se han identificado 272 genes que codifican para
proteinas de funcion desconocida. Entre los genes que codifican para proteinas de funcion
conocida destacan los involucrados en el metabolismo de lipidos, en el metabolismo
intermediario, en la respiracion y en la sintesis de la pared celular. Asi mismo se han
identificado 99 genes que codifican para proteinas que participan en la virulencia. El analisis
del proteoma ha demostrado 1800 “spots”, identificAndose proteinas integrales, de choque
térmico, proteinas asociadas a la envoltura celular, proteinas involucradas en el metabolismo
de acidos grasos y glicolipidos, en la biosintesis de acidos micélicos, de resistencia a
isoniazida y miembros del complejo antigénico 85 (Dobos et al., 2004; RANY, 1959; Sinha et
al.,2005; Urquhart et al.,1997). Muchas de las proteinas de secrecion estudiadas son

capaces de activar la inmunidad protectora mediada por linfocitos T CD4+ y CD8+. Algunas
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de estas proteinas se han propuesto para producir nuevas vacunas, como ESAT-6, complejo
antigénico 85, MPT64 entre otras(Orme et al., 2001)

[lI-2. Factores genéticos en la susceptibilidad a la infeccién por M. tuberculosis.

Es bien sabido que no todos los individuos expuestos a un paciente bacilifero
adquieren la TB, lo que ha sugerido la existencia de factores genéticos (Casanova and Abel,
2002). Se han identificado pacientes con trastornos hereditarios mendelianos en quienes el
eje IL-12/IFN-y es disfuncional y que son muy susceptibles a la infeccion con micobacterias
(Mansouri et al., 2005). Asi mismo, en pacientes tuberculosos se han detectado mutaciones
en genes que codifican receptores macrofagicos para el IFN-y, receptores para IL-12 y en
STAT-1 de células T (Casanova and Abel, 2002). EI denominador comun de estos trastornos
hereditarios, que generalmente son de tipo autosdmico recesivo, es la deficiencia o ausencia
de mecanismos antimicobacterianos que modulan la sintesis de IFN-y. Ademas hay estudios
gue involucran a moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad en la susceptibilidad
a la TB. En un estudio reciente se demostro asociacion entre DRB1*1501 (un alelo de DR2) y
TB pulmonar en India y México (Teran-Escandon et al., 1999). El estudio de la herencia en la
susceptibilidad o resistencia a la TB fue impulsado por las observaciones de Skamene y su
grupo, quienes identificaron cepas murinas susceptibles a la infeccibn con M. bovis/BCG
(Skamene et al., 1998). Las bases genéticas de esta susceptibilidad se localizan en un gene
localizado en el cromosoma 1 del raton denominado nrampl que codifica la llamada
“proteina macrofagica asociada a resistencia natural” (NRAMP1) (Skamene et al., 1998).
Esta proteina funciona como un transportador transmembranal de cationes divalentes como
el hierro (McDonald et al., 2003). Se desconoce como NRAMP1 confiere proteccion a la
infeccion con BCG; se ha sugerido que depriva de hierro a la bacteria, que favorece la
produccion de radicales libres de oxigeno y que induce la expresion de la sintasa inducible
de oOxido nitrico (Blackwell et al., 2003). Este efecto es de la mayor relevancia ya que el
principal factor micobactericida es el Oxido nitrico (Chan et al., 1995). En ratones
susceptibles, NRAMP1 presenta una mutacién puntual que la hace disfuncional y en seres
humanos se han identificado polimorfismos que se asocian a un aumento de la
susceptibilidad a la TB (Bellamy, 2000;Skamene et al., 1998).
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[11-3. Métodos de diagnaostico

Existen en la actualidad una variedad de métodos para llevar a cabo el diagndstico
preciso de TB (Keeler et al., 2006;Palomino, 2006). Ademas de los datos clinicos obtenidos
del paciente, el método de diagnostico que mas aceptacion tiene es la prueba de la
tuberculina, un derivado purificado de proteinas obtenido del medio de cultivo de Mth. La
reaccion a la tuberculina identifica personas infectadas con el bacilo de la tuberculosis
(2000). En el laboratorio el diagnostico de la TB se puede hacer en frotis de esputo tefiidos
con la tincion de Ziehl-Neelsen (tincion para bacterias acido-alcohol resistente). Ademas se
utilizan tinciones con fluorocromos como la Auramina-Rodamina que mejoran la sensibilidad
y la especificidad (2000). Sin embargo, estas tinciones no pueden discernir entre diferentes
especies de micobacterias; esto requiere de cultivos en medios solidos y/o liquidos que
permiten la identificacion de la micobacteria con pruebas bioquimicas (produccién de niacina,
catalasa, nitrato reductasa, etc). Actualmente se estan usando métodos de biologia
molecular como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para identificar por medio de
sondas especificas las diferentes especies de micobacterias, andlisis por RFLP y busqueda
de elementos repetidos que son diferentes para cada especie de micobacteria (Somoskovi et
al., 2003).

llI-4. Inmunoprofilaxis de la tuberculosis.

Durante la 2a y 3a décadas del siglo XX los investigadores franceses Calmette-Guérin
desarrollaron la vacuna conocida como BCG; esto se logré a través de mdultiples pases en
medios de cultivo de una cepa de Mycobacterium bovis lo que dio lugar a una cepa atenuada
altamente inmunogénica pero incapaz de producir enfermedad en animales de laboratorio
(Kaufmann, 2001). Esta vacuna ha sido aplicada en la mayor parte del mundo con resultados
muy variables en lo que concierne a la proteccidén en contra de la TB pulmonar, la cual va de
0 hasta 100 %. Esta variabilidad se atribuye a multiples factores como son el tipo y viabilidad
de la cepa utlizada, dosis y ruta de administracion y caracteristicas de la poblacion
vacunada, como son el estado nutricional e inmunoldgico, factores genéticos y exposicion a
micobacterias saprofitas del medio ambiente (Orme et al.,, 2001;Roche et al., 1995). Sin
embargo, hay datos que muestran que la proteccién en contra de la TB meningea y de otras
formas de diseminacién hematdgena es muy alta lo que se piensa justificaria por si solo la

vacunacion con BCG (Kumar et al., 2005;Trunz et al., 2006). Por lo anterior, es una prioridad
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actual el desarrollo de nuevas vacunas que vengan a sustituir o a complementar a la
vacunacion con BCG. En la actualidad los esfuerzos se dirigen principalmente a la obtencién
de moléculas, ADN micobacteriano, micobacterias atenuadas y micobacterias
recombinantes. En principio se busca desarrollar una respuesta inmune protectora
caracterizada por la expansiéon de linfocitos T CD4+ productores de IFN-y y citocina que

estimula la capacidad micobactericida del macréfago (Flynn et al., 1993).

[1I-5. Patogenia de la tuberculosis.

Es de interés que solo el 10% de los individuos sanos en contacto prolongado con un
paciente bacilifero adquiera la infecciébn (evidenciada por una reaccién positiva a la
tuberculina) y de los individuos infectados solo 10% desarrollan TB clinica y
bacteriologicamente evidente (2000). Esto parece indicar que en la gran mayoria de los
individuos inmunocompetentes los mecanismos de inmunidad innata y adquirida son
altamente eficientes. Para poder infectar, el bacilo debe primero superar una variedad de
mecanismos protectores presentes en las vias respiratorias como son el moco, el movimiento
mucociliar, enzimas, péptidos antibacterianos secretados por células epiteliales y las
proteinas surfactantes (Diamond et al., 2000). Cuando el bacilo llega a la parte terminal del
tracto respiratorio, que es el alveolo, es fagocitado por el macréfago alveolar y transportado
al intersticio pulmonar y/o a los ganglios linfaticos del hilio pulmonar; este papel se ha
atribuido recientemente a la célula dendritica (Humphreys et al., 2006;Gordon and Read,
2002). La fagocitosis del bacilo, paso crucial inicial en la patogenia de la TB, puede ser
dependiente de opsoninas como algunos factores del complemento y de anticuerpos, para
las cuales el macrofago posee receptores membranales (2000;Schlesinger, 1996). Se ha
observado que en el fluido broncoalveolar hay factores del complemento que pueden ser
activados por el bacilo (Ferguson et al., 2004). Otra proteina con funcion de opsonina es la
proteina A surfactante, que se secreta en el espacio alveolar, la cual reconoce residuos de
manosa en glicoconjugados presentes en la superficie de patégenos como LAM, (Sidobre et
al., 2000).

En la fagocitosis independiente de opsoninas participan moléculas propias del bacilo
gue se conocen con el nombre genérico de adhesinas. Una de ellas, el LAM, interacciona

con el receptor para manosa del macréfago promoviendo la fagocitosis del bacilo (Kang and
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Schlesinger, 1998). Recientemente se ha observado que los componentes glicoconjugados
de la capa mas externa de la pared de las micobacterias pueden interaccionar con el
receptor para manosa (Villeneuve et al., 2005). Otro receptor involucrado en la fagocitosis
mediada por adhesinas es el receptor recolector de desecho o procesador, que reconoce
lipopolisacéaridos y sulfolipidos polianiénicos de la pared de patdégenos (Zimmerli y col, 1996).
También se ha involucrado a CD14 en la fagocitosis de Mtb (Peterson y col, 1995); esta
molécula, que reconoce componentes lipidicos de la pared de la bacteria, coopera con otros
receptores para llevar a cabo la fagocitosis pues por si sola es incapaz de promoverla ya que
carece de los dominios intracitoplasmaticos necesarios (Stelter, F. 2000). Poco se sabe
sobre la participacibn de adhesinas de origen proteico en la fagocitosis de Mtb. Hay
observaciones que sugieren que una proteina de 50 kDa y proteinas del complejo A85
pueden funcionar como adhesinas micobacterianas (Arruda y col, 1993; Hetlyy Wiker, 1994).
Una molécula micobacteriana con funcion de adhesina es la proteina con afinidad por la
heparina (Dupres y col, 2005). Recientemente en nuestro laboratorio hemos demostrado que
la glicolipoproteina de 19 kDa de Mtb funciona como una adhesina en la fagocitosis de
micobacterias (Diaz-Silvestre et al., 2005). De los datos anteriores es claro que Mtb posee
multiples mecanismos para llevar a cabo con éxito el paso critico que es la infeccion de su
célula nicho.

Mtb es un patdégeno intracelular que ha desarrollado una capacidad sorprendente para
sobrevivir y replicarse al interior del macréfago, que paraddjicamente es la célula mejor
armada para contender con microbios de vida intracelular. Esto se logra impidiendo la fusion
del fagosoma con el lisosoma (Russell, 2001). En el fagosoma micobacteriano hay niveles
disminuidos de constituyentes esenciales de maduracion tardia como son el receptor para
manosa-6-fosfato, catepsina y la ATPasa de la bomba de protones. El fagosoma
micobacteriano carece ademas de los factores que regulan la fusion de membranas vy el
transporte de enzimas lisosomales. Recientemente se ha observado que el reclutamiento de
la sintasa inducible del éxido nitrico esta disminuido en el fagosoma micobacteriano (Miller et
al., 2004); esto es de mucho interés por ser el 6xido nitrico el factor micobactericida mas
eficaz, por lo menos en macréfagos de raton. Al bloquear la maduracién del fagosoma, Mtb

evita las acciones bactericidas del macréfago asegurando asi su sobrevida intracelular.
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I1I-6. Respuesta inmunoldgica en contra de M. tuberculosis.

En el intersticio pulmonar, el bacilo y/o sus productos interaccionan con células de la
respuesta inmune innata, principalmente el macréfago y la célula dendritica (van Crevel et
al., 2003). Esta interaccion resulta en la fagocitosis del bacilo y/o en la activacion de dichas
células. La activacion se debe a la interaccion de receptores macrofagicos de superficie con
motivos presentes en moléculas de la pared micobacteriana, como LAM vy lipoproteinas
(Aliprantis et al., 1999;van Cravel et al., 2003). Los receptores celulares involucrados en la
activacion macrofagica mejor caracterizados son CR3, CR1, CR4, el receptor de manosa,
DC-SIGN, los receptores recolectores de desecho o procesadores y receptores de la familia
Toll (TLR) (Stenger and Modlin, 2002;Schlesinger, 1996).

De manera posterior o concomitante a la respuesta innata se inicia el reconocimiento
del bacilo por las células del sistema inmune adquirido. La inmunidad mediada por linfocitos
T es el principal mecanismo de proteccidon en contra de la infeccion por Mtb (Flynn and Chan,
2001; Kaufmann, 2001). Células del sistema inmune innato como el macréfago y la célula
dendritica fagocitan bacilos y procesan sus antigenos para ser presentados a linfocitos T con
receptores para antigeno (TCR alfa/beta o gamma/delta) a través de moléculas del MHC.
Con la participacion de una variedad de moléculas coestimuladoras, la presentacion de
antigeno resulta en la activacion de linfocitos T CD4+ cuando la presentacion es via
moléculas de clase Il del MHC y de linfocitos T CD8+ cuando la presentacion es a través de
moléculas de clase | (Flynn and Chan, 2001;Stenger and Modlin, 2002). Recientemente se
ha demostrado que la presentacién de antigenos micobacterianos a linfocitos T puede
llevarse a cabo a través de moléculas CD1, las cuales presentan antigenos lipidicos a células
T CD8+ induciendo su expansion y activacién (Ulrichs et al., 2003). Se acepta que los
linfocitos T CD4+ son los mas importantes en la inmunidad antimicobacteriana. En la
actualidad y basados fundamentalmente en estudios con ratones se reconocen dos
subpoblaciones polares de los linfocitos T CD4+: Thl y Th2 (Mosmann et al.,, 1997). Los
linfocitos Th1l producen citocinas proinflamatorias como el IFN-y y la IL-2, las que participan
de manera importante en la respuesta antimicobacteriana (Flynn and Chan, 2001;Kaufmann,
2001). En el otro polo estan las células Th2 productoras de citocinas anti-inflamatorias como
son IL- 4, IL-5 e IL-10, citocinas que generan un ambiente permisivo para la infeccion por el
bacilo de la TB (Baliko et al., 1998;Lienhardt et al., 2002). En la TB humana las evidencias
acerca del papel diferenciado de las dos poblaciones de linfocitos T CD4+ no es tan claro

como en el ratdon. En la pleuritis tuberculosa, una forma benigna de TB de resolucién
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esponténea, el exudado pleural contiene numerosas células T CD4+ y se demuestra IFN-y y
TNF-a en el liquido pleural (Barnes et al., 1989;Barnes et al., 1990). A pesar de lo anterior,
en diversos laboratorios y en el nuestro se ha observado que los linfocitos T de pacientes con
TB pulmonar producen in vitro mezclas de citocinas como IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5 e IL-10, es
decir un patrén no diferenciado o ThO (Datos no publicados). Estos hallazgos son apoyados
por un estudio in vitro con clonas de células T CD4+ generadas a partir de células de lavados
broncoalveolares de pacientes con tuberculosis pulmonar activa, las cuales producen in vitro
predominantemente IFN-y e IL-10 (Barnes et al., 1989;Barnes et al., 1990;Gerosa et al.,
1999).

Los linfocitos T CD8+ también proliferan en respuesta al bacilo de la TB (Cho et al.,
2000;Lazarevic and Flynn, 2002;0rme, 1993); no se conocen los mecanismos por los que
antigenos micobacterianos tienen acceso a la via de procesamiento y presentacion de
antigeno por MHC-1. Se ha postulado que los antigenos micobacterianos pueden salir de la
vacuola fagocitica para ser captados por moléculas MHC-1 y presentados a linfocitos T CD8+
(Cho et al., 2000;Pfeifer et al., 1993). En humanos se han observado linfocitos T CD8+
citotoxicos en contra de Mtb en lavados broncoalveolares de pacientes con TB (Tan et al.,
1997). Como ya se menciond, recientemente se demostr6 que los linfocitos T CD8+
reconocen antigenos microbianos en el contexto de molécula CD1 (Ulrichs et al., 2003). Las
células T con restriccion CD1 son principalmente los linfocitos T citotoxicos (CTL) tipicos que
reconocen antigenos no peptidicos, como acidos micdlicos y lipoarabinomanana y que
participan en la lisis de monocitos infectados, aunque los linfocitos T CD4+ también lo
pueden hacer (Rosat et al.,, 1999). Estos linfocitos se han aislado de pacientes con
tuberculosis y de individuos sanos (Stenger et al., 1997;Sugita et al., 1998). La actividad
citotoxica de estas células radica en dos mecanismos; inducen la muerte de la célula
infectada por apoptosis por la via Fas-FasL o por lisis célular inyectando granulos de
perforina y granulisina (Stenger et al., 1997). Ademas los linfocitos T CD8+ citotéxicos matan
bacilos extracelulares liberando granulos de granulisina; asi mismo la granulisina en
combinacion con perforina disminuye la viabilidad de la bacteria intracelular (Stenger et al.,
1998). Por otra parte, los linfocitos T CD8+ contribuyen en la respuesta antimicobacteriana

produciendo IFN-y (Silva and Lowrie, 2000).
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IlI-7. ElI granuloma tuberculoso.

El granuloma es una reaccion inflamatoria caracteristica de la respuesta tisular al
bacilo de Koch (Boros, 1978). Se trata de una reaccion inflamatoria organizada en capas
concéntricas de macréfagos activados, células epitelioides, células gigantes multinucleadas
de tipo Langhans. En el centro del granuloma se observan macréfagos con bacilos en su
interior, los que también pueden observarse ocasionalmente en el espacio extracelular. En el
granuloma temprano hay necrosis central y en las fases tardias fibrosis y calcificacion. Una
funcion que se le atribuye al granuloma es encapsular y prevenir la diseminacion de la
infeccién (Boros, 1978;Saunders and Cooper, 2000). En el granuloma los bacilos pueden
permanecer en estado latente como ocurre en el nédulo de Ghon (Schluger, 2005). El
granuloma representa un microcosmos donde se llevan a cabo la respuesta inmune innata la
adquirida con la participacion orquestada de quimiocinas, citocinas, expresion de receptores,
de selectinas y de integrinas lo que resulta en el reclutamiento coordinado, activacion y
retencidon de células inflamatorias en el granuloma (Saunders and Cooper, 2000;Saunders et
al., 2002). En la respuesta innata los macrofagos y las células dendriticas que entran en
contacto con, o fagocitan bacilos son estimuladas a través de receptores de superficie que
reconocen componentes micobacterianos diversos. Entre estos son de gran importancia los
receptores TLR sobre todo los TLR-2 y TLR-4 a través de los cuales las células del sistema
inmune innato son activadas para producir una variedad de factores de gran importancia en
la respuesta en contra del bacilo como son quimiocinas, TNF-a, I1L-12, TGF-B y radicales
libres de nitrégeno, entre otros (Drennan et al., 2004;Quesniaux et al., 2004;Reiling et al.,
2002). En la fase adquirida del granuloma hay reclutamiento de linfocitos T CD4+ y CD8+, los
gue son fundamentales para el desarrollo de la respuesta inmune adquirida y del granuloma
protector, siendo especialmente importantes los linfocitos T CD4+ (Saunders et al.,
2002;Fenhalls et al., 2002). Los linfocitos después de ser estimulados por IL-12 producen
entre otras citocinas, IFN-y, que estimula la capacidad micobactericida del macrofago. El
mecanismo efector del macrofago es a través de radicales libres de oxigeno y nitrogeno,
actividad que se incrementa en presencia de IFN-y y TNF-a (Chan et al., 1995); (Flynn and
Chan, 2001). En las fases cronicas del granuloma, el macrofago activado produce TGFB-
citocina que induce fibrosis del granuloma lo que contribuye al enclaustramiento del bacilo
(Fujita et al., 2002;RANY, 1959).
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[1I-8. Inmunosupresion en la tuberculosis.

Es muy frecuente que el paciente tuberculoso presente reacciones de inmunidad
celular deprimidas lo que se correlaciona con la severidad de la enfermedad (Lenzini et al.,
1977;Vanham et al., 1997). Entre el 17 y el 25% de los individuos con tuberculosis son
anérgicos a la tuberculina; los linfocitos de 40-60% de los pacientes muestran disminucién en
la transformacion blastica in vitro, en respuesta a mitbgenos y antigenos micobacterianos
(Kleinhenz and Ellner, 1987;Lenzini et al., 1977). Ademas, los linfocitos T de pacientes
anérgicos estimulados in vitro en lugar de producir IL-2 o IFN-y como ocurre en el individuo
PPD+ sano, producen IL-10, una citocina inmunosupresora que disminuye la capacidad
antimicobacteriana de los macréfagos (Delgado et al., 2002). Otras posibles causas de la
respuesta T deficiente del paciente tuberculoso son: linfopenia de linfocitos T CD4+
(Onwubalili et al., 1987;Pilheu et al., 1997), produccién disminuida de IFN-y (Aung et al.,
2000), defectos en el receptor de IFN-y, disminucién en la sintesis de IL-2 y células
genéticamente deficientes en el receptor de IL-12 (Jouanguy et al., 2000;Altare et al.,
1998b;Jouanguy et al., 1997). (Altare et al., 1998a) A la inmunosupresion del individuo con
TB podria contribuir la apoptosis excesiva de macrofagos y de linfocitos T CD4+ (Hirsch et
al., 2001;Fratazzi et al., 1999). Algunos de estos defectos se corrigen con el uso de
antifimicos lo que sugiere que son causados por el bacilo. Recientemente se han hecho
observaciones que sugieren que la respuesta inmune en contra de Mtb esta modulada por
las células T reguladoras CD25+ (Tr) y que una excesiva regulacion por estas células podria

contribuir a la inmunosupresion del paciente tuberculoso (Ribeiro-Rodrigues et al., 2006).
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IV. COINFECCION VIH-1/Mtb

En el paciente con SIDA, como consecuencia de la caida en el numero de linfocitos T
CD4+ y de la depresion de la inmunidad celular, se presentan una variedad de infecciones
oportunistas; una de las mas importantes y frecuentes es la TB como lo muestra el hecho de
gue a nivel mundial, uno de cada cuatro pacientes VIH-1+ tiene TB activa (Harries et al.,
2002). Las personas infectadas por el VIH-1 tienen un riesgo incrementado de adquirir TB
por reactivacion enddégena o por reinfeccion exdgena; en comparacién con la poblacion
normal, el riesgo es 113 veces mayor en el individuo VIH-1 + y 170 veces mayor en el
paciente con SIDA (Small et al., 1993;Daley et al.,, 1992). Los pacientes VIH-1+ que se
infectan con Mtb, desarrollan TB activa en un 37% en los primeros 6 meses (Daley et al.,
1992). En Africa sub-sahariana habitan la mayoria de personas que sufren esta coinfeccion.

La susceptibilidad del paciente VIH-1+ a la TB es probablemente multifactorial. El
principal factor parece ser la disminucion de las células T CD4+ que son fundamentales en la
respuesta inmune protectora en contra de Mtb (Flynn and Chan, 2001;Kaufmann,
2001;Nakata et al., 1997). Por otra parte, los linfocitos T son disfuncionales y aun antes de
gue disminuyan exhiben respuestas blastogénicas y actividad citotoxica disminuida (Musey et
al.,, 1999;0gg et al.,, 1999). Otras anormalidades que podrian predisponer a una TB
oportunista del paciente VIH-1+ son la apoptosis excesiva y una coestimulacion de células T
deficiente asociada con un decremento en la expresion de las moléculas CD28 y CD40L
(Baumler et al., 1996; Borthwick et al., 1994; Subauste et al., 2001). En comparacién con los
pacientes infectados solamente con el VIH-1, en los linfocitos T de los pacientes coinfectados
la muerte por apoptosis esta aumentada de manera significativa (Bohler et al., 1997).

Los pacientes con la coinfeccion VIH-1/Mtb tienen cargas virales muy altas, esto
debido por lo menos en parte a que Mtb promueve la infeccion de las células blanco y la
replicacion viral, a través del incremento en la expresion de la molécula CXCR4 en
macrofagos alveolares, lo que explica en parte, porque la TB acelera la progresion al SIDA
(Hoshino et al. 2004). Se ha demostrado que linfocitos y macréfagos de pacientes VIH-1+
expuestos a Mtb in vitro regulan positivamente la replicacién viral (Toossi et al., 1997) y que
la incubacion de linfocitos que contienen el provirus del VIH-1 integrado con Mtb, resulta en
activacion de la expresion del VIH-1 (Lederman et al., 1994). Se ha observado asi mismo que

el liquido pleural de pacientes con TB incrementa la replicaciéon del VIH-1 (Garrait et al.,
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1997) y que la cantidad de ARN viral en lavados broncoalveolares es mayor en Iébulos con
lesiones tuberculosas (Nakata et al., 1997). Es de interés que la diversidad de cuasiespecies
y la heterogeneidad del VIH-1 sea mayor en pacientes coinfectados, lo que se asocia al
incremento de la replicacion del VIH-1 mediada por la TB (Collins et al., 2000). Esta
heterogeneidad se demostré6 comparando granulomas tuberculosos con tejidos no afectados
por la infeccion tuberculosa (Nakata et al., 1997), sugiriendo que las lesiones tuberculosas de
individuos coinfectados, son focos de replicacién y diversificacion del VIH-1 (Toossi, 2003).

En respuesta a la infeccién por Mtb los macréfagos producen citocinas como TNF-a.,
IL-1 e IL-6, que son potentes inductores de la replicacion viral (Osborn et al., 1989). Se ha
observado que la neutralizacion de TNF-a con anticuerpos disminuye de manera significativa
la replicacion del VIH-1 en monocitos infectados (Toossi et al.,, 1999). En este fenémeno
participa NF-xB que es activado por LTRs del VIH-1, que son sitios de union a NF-xB
(Pereira et al., 2000). Por otra parte se ha observado que la p38 MAP cinasa es fundamental
para la replicacion del VIH-1, tanto en linfocitos T como en fagocitos mononucleares (Cohen
et al., 1997). En este contexto, es de interés que ManLAM, un lipoglicano abundante en la
pared de Mtb, activa in vitro la expresion de LTRs del VIH-1 de una manera independiente de
TNF-a y dependiente de NF-kB (Bernier et al., 1998).

En el paciente coinfectado se ha observado trastornos en la regulacion de la
produccion de las quimiocinas y en la expresion de sus receptores celulares por células
mononucleares, lo que favorece su infeccidon. En el paciente tuberculoso hay una disminucion
en la sintesis de MIP-1a. y RANTES, quimiocinas con afinidad por CCR5, un co-receptor para
el VIH-1, siendo este hallazgo mas marcado en las lesiones tuberculosas (Toossi et al.,
2001;Toossi et al.,, 1999;Mayanja-Kizza et al., 2001). En contraste MCP-1 que se une a
CCR2 que no es un co-receptor para el VIH-1, se expresa abundantemente (Toossi et al.,
2001;Toossi et al., 1999). MCP-1 promueve el reclutamiento de monocitos y células T de
memoria, los cuales son células blanco para el VIH-1 (Toossi et al., 2005).

Hoy en dia la TB es una de las mas importantes causas de muerte en los individuos
infectados por el VIH-1 (Corbett et al., 2003). A esto contribuye el que con frecuencia las
cepas de Mtb son resistentes a multiples drogas antifimicas (Perlman et al., 1997;Palmieri et
al., 2002). Independientemente de las cuentas de células CD4+, el riesgo de muerte del

paciente coinfectado es dos veces mayor que el de individuos infectados solamente por el
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VIH-1, lo que se debe a una progresion rapida hacia SIDA, mas que a los efectos de la
infeccién por Mtb (Whalen et al., 1995).
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

Siendo M. tuberculosis un patégeno altamente eficiente para estimular o bien deprimir
la inmunidad celular mediada por linfocitos T CD4+ y siendo estas células el blanco principal
de la infeccién por VIH-1, es factible que la infeccion por Mtb induzca cambios fenotipicos

gue podrian afectar positiva o negativamente los linfocitos T del paciente coinfectado.
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VI. OBJETIVO GENERAL

Investigar el fenotipo de los linfocitos T de sangre periférica de pacientes VIH-1+, con

TB pulmonar y con la coinfeccion VIH-1/Mtb.
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VII. MATERIALES Y METODOS

VIIl-1. Pacientes

Los pacientes que participaron en este estudio fueron reclutados del Centro Estatal de
Informacion sobre SIDA en San Luis Potosi y el Hospital de infectologia del Centro Médico
La Raza, del Instituto Mexicano del Seguro Social; 55 pacientes estaban infectados por el
VIH-1. El diagnéstico de VIH-1 se realiz6 utilizando la prueba de ELISA como tamiz (Um
Elisa HIV 1+2 recombinante, La Havana, Cuba) y se confirmé con la prueba de inmunoblot
(Grupo Roche Syntex, México). De estos 55 pacientes 9 tenian TB pulmonar activa. Al
momento de su ingreso, los pacientes VIH-1+, se encontraban bajo tratamiento con una

variedad de drogas incluyendo AZT, DDI, DDC vy retrovir-videx.

También se estudiaron 23 pacientes con TB pulmonar activa, el diagnostico se
establecio por datos clinicos y radiologicos y fue confirmado por esputo positivo para bacilos
acido alcohol resistentes y cultivo en todos los casos. A estos pacientes se les descart6 la
infeccion por VIH-1 con la prueba de ELISA. Al momento de la toma de muestra todos los
pacientes estaban bajo tratamiento antifimico con diversas drogas que incluian isoniazida,
rifampicina y etambutol. A todos los pacientes con TB se les determind la prueba de
resistencia a drogas con las cepas aisladas. Como control se incluyeron 24 individuos sanos
en los cuales se descart6 por estudios de laboratorio y/o por datos clinicos la infeccién por el
VIH-1y Mtb.

VII-2. Obtencion de las células mononucleares de sangre periférica.

Las muestras sanguineas de los pacientes y los individuos sanos se obtuvieron por
puncion venosa en tubos vacutainer con EDTA como anticoagulante (Becton Dickinson, San
José CA USA). Posteriormente a través de un gradiente de densidad en Histopaque-1077
(Sigma Diagnostic Inc; St Louis MO, USA) se obtuvieron las células mononucleares de

sangre periférica (PBMC), las cuales se llevaron a una concentracion de 1 x 10° PBMC/ml.
VII-3. Anélisis por citometria de flujo

De la suspension anterior de 1 x 10° PBMC/ml, se tomaron 5 x 10° células (500 ul)

para analizarse por citometria de flujo. Algunas muestras fueron tratadas con la solucion
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lisante de eritrocitos para FACS™ (Becton Dickinson), brevemente, 200 ul de sangre diluida
1:2 con PBS fue lisada con 2 ml de solucion lisante, las células se lavaron tres veces en PBS
a 1500 rpm (Ashmore et al., 1989), posteriormente se marcaron con los anticuerpos
monoclonales o controles de isotipo por 30 minutos (min), en la oscuridad a 4° centigrados,
se lavaron en buffer salino de fosfatos (PBS) con 1% de suero bovino fetal y 0.1% de azida
de sodio (NaN3). Después las células fueron incubadas con el anticuerpo secundario
adecuado por 30 min. Después de lavar como se indicdé en el paso anterior, las células
fueron fijadas con para-formaldehido al 1% en PBS. Por lo menos 10,000 PBMC fueron
analizadas en un FACScan, equipado con un laser de argon de 488 nm y se uso el programa
de analisis Cellquest. Se realizé el tipico “forward and right angle scatterin” para establecer la

ventana de los linfocitos y excluir blastos, restos y agregados celulares (Prince et al., 1992).

VII-4. Anticuerpos

Para el analisis de citometria de flujo, los anticuerpos fueron adquiridos en las casa
comerciales indicadas, anticuerpos monoclonales de raton en contra de las siguientes
moléculas humanas: anti-CD3 acoplado a isotiocianato de fluoresceina (anti-CD3-FITC)
clona UCHT1 isotipo 1gG1, anti-CD45RA-FITC clona F8-11-13 isotipo 1gG1, anti-CD27-FITC
clona LT27 isotipo 1gG1, anti-CD40L clona TRAP1.3.6 isotipo IgG1, anti-CD30L clona MB1
isotipo IgG2b (Serotec, Raleigh NC USA), anti-CD4 acoplado a phycoeritrina (anti-CD4-RPE)
clona RPA-T4 isotipo IgG1, anti-CD40-FITC clona 5C3 isotipo IgG1, anti-CD28-FITC clona
CD28.2 isotipo IgG1l, anti-CD95-FITC clona DX2 isotipo 1gG1, anti-CD45RO-RPE clona
UCHL1 isotipo 1gG2a, (Pharmingen, San Diego CA, USA), anti-CD4 acoplado a
phycoeritrina-Cy-crome (anti-CD4-RPE-Cy5) clona MT310 isotipo 1gG1, anti-CD8-RPE-Cy5
clona DK25 isotipo IgG1, anti-CD30-FITC clona Ber-H2 isotipo IgG1 (DAKO Carpinteria CA
USA). Los anticuerpos controles de isotipo fueron IgG1 conjugado con FITC, RPE o RPE-
Cy5 clona DAK-GO1 (Dako), lgG2a conjugado con FITC o RPE clona X39, IgG1 puro clona
X40 (Becton-Dickinson) y 1gG2b clona 27-35 (Pharmingen). El anticuerpo secundario para el
marcaje de CD40L y CD30L (Serotec) fue un anticuerpo policlonal de cabra anti-lgG de raton

marcado con FITC (Becton-Dickson).

VII-5. Analisis estadistico
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Para establecer las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
pacientes, los datos se analizaron mediante un analisis de varianza (ONE-WAY ANOVA) y
se uso el estatus de infeccion por VIH-1 o Mtb como factores. En los casos en los que las
pruebas de ANOVA identificaron diferencias significativas entre los grupos, se realizé un
analisis de comparacion multiple de medias de Tukey (Quezada-Calvillo et al., 1993) y se
uso el programa GraphPad Prism version 3.02 para Windows, (GraphPad Software, San
Diego California USA).



VIIl. RESULTADOS

VIII-1. Individuos control
A los individuos participantes se les hizo la historia clinica habitual y diversos
examenes de laboratorio. En nuestra revision se obtuvieron los datos siguientes: edad,
sexo, duracion de la enfermedad, infeccion o padecimientos concomitantes y tratamiento.
En este estudio se incluyeron 24 voluntarios sanos, 13 hombres y 11 mujeres, con
un rango de de 21 a 81 afios de edad y una media de 35.3 afios. A 17 individuos se les
realiz6 una biometria hematica en donde los glébulos blancos se observaron entre los
9900 a los 3300 leucocitos/mm® y una media de 6,208 leucocitos/mm?, los linfocitos
mostraron un rango de 20 a 51 % con una media de 32 %, los monocitos tuvieron un
rango de 0 a 10 % y una media de 4 % y los polimorfonucleares un rango de 48 a 80 %
con una media de 61 %.
Los datos clinicos obtenidos de los individuos del grupo control se muestran en la
tabla 1 del apéndice 1.
Es importante mencionar que con propdésitos comparativos, el grupo
control se dividié en subgrupos, lo anterior se debié a que al realizar el andlisis
experimental de las muestras de los pacientes, estas fueron apareadas por

edad y sexo con otras muestras de individuos del grupo control.

VIII-2. Pacientes VIH-1+. Clasificacion, datos clinicos y de laboratorio.
Después de analizar las células mononucleares (CMN) del total de
individuos VIH-1+ (55 pacientes) por citometria de flujo con anticuerpos anti-
CD3 y anti-CD4, los pacientes se agruparon de acuerdo al nimero de linfocitos
T CD4+/mm?® de sangre periférica, como lo establece el CDC de Atlanta,

Estados Unidos. La distribucion de los pacientes fue la siguiente:

Tabla 2. Pacientes VIH-1+. Clasificacion

Grupo | Células CD4+/ml # Pacientes Edad
I >500 16 24 a 58 afnos, media 34.2
Il 499-200 17 21 a 55afios, media 31.5
I <200 22 22 a 56 afnos, media 33.1
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A continuacion se describen los datos clinicos obtenidos de los
pacientes. El Grupo | estuvo formado por 12 hombres y 4 mujeres, con edades
que fluctuaban de 24 a 58 afios (edad media 34.2), el diagnéstico se observo
entre 1 y 96 meses (media de 12.9 meses), los globulos blancos fluctuaron
entre las 2800 y las 9250 células/mm?®, (media de 6469 células/mm?), los
linfocitos mostraron un rango entre 22 a 56 % (media de 39.3 %), los monocitos
se expresaron de 0 a 4 % (media de 2 %) y los polimorfonucleares se
detectaron de 42 a 76 % (media de 54 %).

El Grupo Il formado por 13 hombres y 4 mujeres con edades de 21 a 55
afnos, (edad media 35.1), el diagnostico se observo entre los 3 y los 48 meses
(media 16.9 meses), los glébulos blancos alcanzaron un rango de 2550 a 9500
leucocitos/mm?® (media 4541 leucocitos/mm?®), los linfocitos fluctuaron entre 21y
82 % (media 38.9 %), los monocitos mostraron un rango de 0 a 5 % (media 2.5

%) y los polimorfonucleares se detectaron de 12 a 74 % (media 51 %).

El Grupo Il estuvo formado por 18 hombres y 4 mujeres, con edades de
22 a 56 afios (edad media de 33.1), una diagnostico de entre 14 y 96 meses
(media 42.4 meses), un rango de glébulos blancos de 1120 a 8500 células/mm?®
(media de 3682 células/mm?q), los linfocitos se observaron entre 12 y 49 %
(media 24.3 %), los monocitos mostraron un rango de 0 a 5 % (media 2%) y los
polimorfonucleares de 48 a 86 % (media 65 %). Los pacientes con SIDA
(Grupo l1ll, Células CD4+ <200/ul) presentaron los siguientes padecimientos
asociados: linfoadenopatia cervical (1), sindrome de desgaste (3), candidiasis
(5), herpes (2), neumonia por P. carinii (2) criptococosis cerebral (2) y
tuberculosis  pulmonar activa (9), siendo este el grupo de pacientes

coinfectados que forma la base de este estudio.

Los datos clinicos y de laboratorio de estos pacientes se muestran en las
tablas 3, 4 y 5 del apéndice 1.

Con respecto a la edad la distribucion de los 3 grupos de pacientes
VIH1+ fue muy semejante. En el Grupo | la edad vari6 de 24 a 58 afios con una
media de 34.2 afos. En el Grupo Il la edad varié de 21 a 55 afios siendo la
media de 35.1 afios. En el Grupo Ill, del cual se excluyen los 9 casos de
coinfeccion VIH-1/Mtb, la edad vari6é de 28 a 51 afios con una media de 34.2.

Esta similitud en la edad es en cierto modo inesperada, pues era de esperarse
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gue lo pacientes con SIDA fueran de edad mayor dada la evolucion prolongada
que generalmente se requiere para una caida marcada de las células T CD4+.
De los 46 pacientes infectados con el VIH-1 estudiados, la gran mayoria fueron

del sexo masculino (78.2% hombres y 21.3 mujeres).

El tiempo de diagnéstico fue muy heterogéneo. En el Grupo | vario de 1 a
96 meses, en el Grupo Il de 3 a 48 meses y en el Grupo Il de 14 a 96 meses.
Estos datos, sin embargo, son cuestionables por la dificultad que existe para
ubicar con precision el tiempo de inicio de la infeccion, dada la inespecificidad
de la sintomatologia (Pantaleo and Fauci, 1995). Por otra parte, los pacientes
generalmente buscan atencion médica en estadios avanzados de la
enfermedad. Una de las marcas caracteristicas de la infeccion por el VIH-1 es
la disminucion de los linfocitos T CD4+, que se refleja en las cuentas de
linfocitos al practicar biometrias hematicas. En estas observamos que el
porcentaje de linfocitos es muy semejante en los Grupos | y 1l (39.3 y 38.9 %
respectivamente) mientras que en los pacientes con SIDA (Grupo lll), las

cuentas de linfocitos bajaron marcadamente (24.3 %).

VIII-3. Pacientes VIH-1+. Andlisis por citometria de flujo

Una vez que se obtuvo la sangre de los pacientes, se aislaron las CMN y
se marcaron con los anticuerpos adecuados de acuerdo al procedimiento
descrito en Materiales y Métodos, se procedio a su analisis por citometria de de
flujo. Los resultados del total de 46 pacientes VIH1+ (sin TB) se muestran

numéricamente en la Tabla 6 y graficamente de la Figura 1 a la 5.

34



Tabla 6. Resultados del

estudio de citometria de flujo de células

mononucleares de sangre periférica de 46 pacientes infectados por el VIH-1 'y
de 21 individuos control.

Control (n=21)

Marcador
%

CD3 63+19
CD3/CD4 38+12
CD3/CD8 1948

CD4/CD45RA | 26+12
CD8/CD45RA | 54+27
CD4/CD45R0O | 59+18
CD8/CD45R0O | 47+26
CD4/CD95 40+26
CD8/CD95 39126
CD4/CD27 38+35
CD8/CD27 32431
CD4/CD30 243

CD8/CD30 7+21
CD4/CD30L 26+32
CD8/CD30L 23136
CD4/CD40 5+10
CD8/CD40 12420
CD4/CD40L 11421
CD8/CDh40L 10+24
CD4/CD28 69+30
CD8/CD28 46126

#
15361601
9431460
4474217
261177
296+178
490+242
2734174
4914431
234+181
4471472
146+138
11+14
24158
264+419
96+149
36164
60+87
106+199
38461
6761378
260+142

VIH > 500 (n=16)

Grupo |

%
64+15
30+10
32411
26120
56130
44122
54128
26+18
40+37
46143
34134

1+2
214
1045
6+10
1+2
143
517
5+12
40£36
30+25

#
7354580
807+327
73+392°
209+150
525+375
420+469
3984284
2324222
352+332
379+372
355+428
9+18
11417
82452
34+44
8+17
9+20
38459
26456
37243302
2861260

VIH 499-200
(n=17)
Grupo Il
% #
62+15 1215+365
1748°®  06+89“
42+15° 838+376"
14+15  47+63%
26+19 251+213¢
51+16 149+58°
08+162 4831334
25429 75+94°
16417 138+170
8+17¢ 20+41"
549 49+86°
0.5+2 246
0.3+1 3+10
9+8 31+32
142 549
143 4+8
2+3 16+24
4+9 18438
1+1 619
36+33 116+133°

17+20a 146+154

VIH< 200 (n=13)

Grupo Il

% #
47+24  729+417%
8+6°" 118+117°
31424 458+343%
27+35  34+64%
42439 194+247°
59+25  70+67%
39+28 2674216
584259 59+57°
36+36 1904245
26129  23+28°
40+49  66167°
3+8 2+6
142 7+14
45+28"  74+59
27+45 19426
3+7 4+8
2+4 14428
33+38% 31+39
22+37  58+156
37+34  47+49%
16+29a  58+90*

Se presenta la media + desviacion estandar de los niumeros absolutos y del porcentaje de las
subpoblaciones celulares analizadas, de los 3 grupos de pacientes VIH-1+, asi como de los
individuos sanos del grupo control.
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8 - Estadisticamente diferente del control
.- Estadisticamente diferente del control (p<0.01)

.- Estadisticamente diferente del control (p<0.001)

.- Estadisticamente diferente del grupo VIH >500 (p<0.05)

.- Estadisticamente diferente del grupo VIH >500 (p<0.01)

.- Estadisticamente diferente del grupo VIH >500 (p<0.001)
.- Estadisticamente diferente del grupo VIH 499-200 (p<0.05)
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VIII-4. Pacientes VIH-1+. Andlisis por citometria de flujo. Marcadores de

linaje linfocitario

Enseguida presentamos graficamente los hallazgos que fueron
estadisticamente significativos, sobretodo en relacion con el Grupo control. En

la Figura 1 se muestran los cambios observados en los linfocitos T CD3+.

CD3

100- cf

T

50+

|_

r3500
3000
2500
2000
1500
1000
500

Control Grupo | Grupo I Grupo il

Pacientes

Figura 1. Se presenta la mediana, los percentiles 25 y 75 y el valor superior e inferior
de cada grupo del porcentaje y el nimero absoluto de la subpoblacion celular. Grupo |
es >500 células T CD4+/mm3, Grupo Il es 499-200 células T CD4+/mm3, Grupo Il es
<200 células T CD4+/mm?.

c.- Estadisticamente diferente del control (p<0.001)
f.- Estadisticamente diferente del grupo VIH > 500 (p<0.001)

No se observaron diferencias significativas entre el grupo control y los
grupos | y Il. En cuanto al Grupo Il (SIDA) hubo una caida altamente
significativa en el niamero de linfocitos CD3+ (p<0.001). No se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de estas células, sin embargo, se

observo una tendencia a la disminucion (SIDA 47424, control 63+19).
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CD3/CD4
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1500
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== - [
0 0
Control Grupo | Grupo |l Grupo il
CD3/CD8
100 b ¢ b d9 3500
3000
757 2500
2000
50
T 1500
25 T 1000
1 500
0 . 0
Control Grupo | Grupo Il Grupo lll
Pacientes

Figura 2. Se presenta la mediana, los percentiles 25y 75 y el valor superior e inferior
de cada grupo del porcentaje y el nimero absoluto de la subpoblacién celular. Grupo |
es >500 células T CD4+/mm?, Grupo Il es 499-200 células T CD4+/mm?, Grupo IIl es
<200 células T CD4+/mm°.

b.- Estadisticamente diferente del control (p<0.01)

c.- Estadisticamente diferente del control (p<0.001)

d.- Estadisticamente diferente del grupo VIH > 500 (p<0.05)
e.- Estadisticamente diferente del grupo VIH > 500 (p<0.01)
f.- Estadisticamente diferente del grupo VIH > 500 (p<0.001)
g.- Estadisticamente diferente del grupo VIH 499-200 (p<0.05)
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Con respecto a las células T CD4+ (Tabla 6, Figura 2), nuestros
resultados corroboran lo reportado previamente en la literatura (Pantaleo and
Fauci, 1995), al mostrar una disminucion muy marcada de esta importante
subpoblacion de linfocitos, tanto en porcentaje como en niumeros absolutos. En
comparacion con el grupo control (% 38+12; numero 943+460) la diferencia fue
altamente significativa (p<0.001) tanto en el Grupo Il (% 17+8; nimero 306+89)
como en el Grupo 3 (% 8+6, numero 118+117). Las diferencias del Grupo | con
el Il y lll fue igualmente significativa (p<0.001).

En comparacién con el Grupo control, hubo un incremento en el nimero
de los linfocitos T CD8+, desde las primeras etapas de la infeccion (en numero
Grupo 1, p<0.01). El incremento en el nimero de estas células se mantiene al
mismo nivel en el Grupo Il y en los pacientes con SIDA el numero de las
células CD8+ es significativamente menor que en los pacientes del Grupo 1y I
(ambos p<0.05). Los linfocitos CD8+ del Grupo Il fueron similares en numero y

porcentaje al Grupo Control.

VIII-5. Pacientes VIH-1+. Andlisis por citometria de flujo. Marcadores de
activacion

Con respecto a los marcadores relacionados con activacién celular, en

este estudio analizamos el CD45RA que identifica a células virgenes, es decir,

que no han reconocido a su antigeno y el CD45RO que identifica células de

activacion/memoria. Los resultados estadisticamente significativos se muestran

en la Figura 3.
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Figura 3. Se presenta la mediana, los percentiles 25 y 75, asi como el valor superior e
inferior de cada grupo del porcentaje y el nUmero absoluto de la subpoblacion celular.
Grupo | es =500 células T CD4+/mm° Grupo Il es 499-200 células T CD4+/mm°,
Grupo Ill es <200 células T CD4+/mm?®.

b.- Estadisticamente diferente del control (p<0.01)
c.- Estadisticamente diferente del control (p<0.001)
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d.- Estadisticamente diferente del grupo VIH > 500 (p<0.05)
En comparacién con el numero absoluto de de las células del grupo

control (261+177), las células CD4+ que expresaron CD45RA estuvieron muy
disminuidas (p<0.001) en pacientes del Grupo 2 (47+63) y en pacientes con
SIDA (34+64). Los porcentajes, sin embargo no estuvieron alterados,
sugiriendo que la caida de estas células obedece mas bien a la disminucion del
namero de células CD4+. En cuanto a la molécula de memoria/activacion
CD45R0, en comparaciéon con el control (490+242), su expresion estuvo muy
disminuida en nimeros absolutos en la poblacion CD4+ de pacientes del Grupo
2 (149458; p<0.01) y en pacientes con SIDA (70+67; p<0.001), siendo los
porcentajes semejantes al del grupo control. La expresion de CD45RA vy

CD45RO0 en células CD8+ estuvo dentro los limites del grupo control.

VIII-6. Pacientes VIH-1+. Analisis por citometria de flujo. Marcador de

apoptosis, CD95

Como parte del proceso de activacion de los linfocitos T, se presenta el
fendbmeno de apoptosis en el cual se activan genes que la inducen (Nagata and
Golstein, 1995). Un marcador que identifica a las células susceptibles a la

apoptosis es CD95, el cual fue analizado en este estudio.

CD4/CD95
C g c
100+ 1500
1250
754
~1000
50+ ~750
500
25+
250
1 I é
0 0
Control Grupo | Grupo |l Grupo I
Pacientes

Figura 4. Se presenta la mediana, los percentiles 25 y 75, asi como el valor superior e
inferior de cada grupo del porcentaje y el nUmero absoluto de la subpoblacion celular.
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Grupo | es =500 células T CD4+/mm° Grupo Il es 499-200 células T CD4+/mm°,
Grupo Ill es <200 células T CD4+/mm?®.

c.- Estadisticamente diferente del control (p<0.001)
g.- Estadisticamente diferente del grupo VIH 499-200 (p<0.05)
En este estudio observamos una disminucion importante en la expresion
de CD95 unicamente en las células CD4+ que fue altamente significativo en
namero en los Grupos 2 y 3 (p<0.001). La expresion de este marcador no

estuvo alterado en las células CD8+.

VIII-7. Pacientes VIH-1+. Analisis por citometria de flujo. Moléculas de

coestimulacion.

En este estudio analizamos la expresidon de algunas moléculas
involucradas en el proceso de coestimulacion durante la presentacion de
antigeno, pues en la literatura existen reportes que indican diversas anomalias
(Haffar et al.,, 1995). Enseguida presentaremos resultados obtenidos en el

andlisis citofluorométrico de CD27 y CD28.
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Figura 5. Se presenta la mediana, los percentiles 25 y 75, asi como
el valor superior e inferior de cada grupo del porcentaje y el nimero
absoluto de la subpoblacion celular. Grupo | es >500 células T
CD4+/mm?, Grupo Il es 499-200 células T CD4+/mm°, Grupo IIl es
<200 células T CD4+/mm®.

a.- Estadisticamente diferente del control (p<0.05)

b.- Estadisticamente diferente del control (p<0.01)

c.- Estadisticamente diferente del control (p<0.001)

d.- Estadisticamente diferente del grupo VIH > 500 (p<0.05)



En pacientes con SIDA y en el Grupo 2 el nUmero absoluto de células
CD4+/CD27+ se observd muy disminuido en comparacion con el control
(control, 447+472; Grupo 2, 20+41; Grupo 3, 23+28). Finalmente,
presentaremos el analisis de CD28, la molécula coestimuladora que mas ha
sido estudiada y a la cual se asignha un papel fundamental en la activacion del
linfocito T (Sharpe and Freeman, 2002). En las células CD4+, la expresion de
CD28 estuvo muy disminuida en nameros absolutos en relacion con el control
(676+378) en los 3 grupos de pacientes VIH-1+ (Grupo I, 372+330, p<0.05;
Grupo Il, 116+133, p<0.001; Grupo lll, 47+49, p<0.001). La disminucién en el
Grupo 3 (SIDA) fue mayor que la del Grupo 1 (p<0.05). Finalmente se analiz6
la expresion de CD28 en las células CD8+, células de gran importancia en la
respuesta inmune anti-VIH-1. En comparacion con el Grupo control (46+26) se
observé una disminucién significativa (p<0.05) en la proporcion de células que
expresan CD28 en el Grupo 11(17+£20) y en pacientes con SIDA (16+29). En
cuanto al numero absoluto, los pacientes con SIDA (58+90) mostraron una
disminucion significativa (p<0.05) en relacion al control (260+142) y al Grupo |
(286+260). La expresion de la molécula CD30 que participa en procesos de
coestimulacion/activacion del linfocito T que se asocia al desarrollo de
apoptosis (Biswas et al., 2003) no estuvo alterada. Su ligando CD30L, también
fue analizado en las células T CD4+ y observamos que el porcentaje sufrio una
disminucién en las dos primeras etapas de la infeccion viral y al final, en los
pacientes con SIDA se muestra una recuperacion del marcador (45+28) lo que

lo hace diferente estadisticamente (p<0.5) del Grupo .

VIII-8. Pacientes con tuberculosis. Datos clinicos y de laboratorio
Como con los individuos control y los pacientes VIH-1+, a los pacientes
T con TB se les hizo la historia clinica y diversos examenes de laboratorio. A
continuacion se muestran algunos de los datos obtenidos. Participaron 23
pacientes con TB pulmonar activa, Con respecto a la edad, el rango vario de
los 29 a los 78 afios, con una media de 53.3 afios. De los 23 pacientes con TB,
13 fueron hombres (56.5%) y 10 mujeres (43.5%), practicamente una relacion

1:1. Como en el caso de los pacientes VIH-1+, la duracién de la enfermedad
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fue muy heterogénea, de 2 a 88 meses con una media de 17.5 meses. La
mujeres mostraron una media de 11.2 meses y los hombres 19.1 meses en la
duracion de la enfermedad. En la mayoria de los casos se aislaron cepas
resistentes a la quimioterapia 16 (70 %), suceptibles 6 (26 %) y en un caso no
se determind (4 %). La infeccidn tuberculosa se ve acompafiada en muchos
casos de una linfopenia severa, por lo que analizamos los valores de las
células obtenidos en la cuenta diferencial de las células de sangre periférica.
Con respecto a los glébulos blancos, los pacientes mostraron un rango de 3600
a 13700 leucocitos/mm® y una media de 6396 leucocitos/mm?. Los linfocitos
mostraron un intervalo de 17 a 55 % y una media de 26.8 %. Al analizar a los
pacientes de sexo femenino observamos una media de 29.3% de linfocitos y en
el sexo masculino 30.2% de linfocitos. Los monocotos fluctuaron entre Oy 17 %
con una media de 4.4 % y los polimorfonucleares se observaron entre 38 y 82
% y una media de 63.6 %.

En la Tabla 7 del apéndice 1 se muestran los datos clinicos y los
resultados de la biometria hematica de los pacientes infectados con M.

tuberculosis incluidos en este estudio.

VIII-9. Pacientes con tuberculosis. Andlisis por citometria de flujo.

Como se mencion0 en Materiales y Métodos, las células marcadas se
analizaron en el citdmetro de flujo y los resultados se evaluaron para identificar
diferencias estadisticamente significativas, que se muestran en la Tabla 8,
donde se describe la media + desviacion estandar de los nimeros absolutos y
el porcentaje de las subpoblaciones celulares de los pacientes con tuberculosis

pulmonar y de los individuos sanos incluido como grupo control.
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Tabla 8. Resultados del estudio de citometria de flujo de
las células mononucleares de sangre periférica de 23
pacientes infectados con Mycobacterium tuberculosis y
el grupo control

Marcador

CD3
CD3/CD4
CD3/CD8
CD4/CD45RA
CD8/CD45RA
CD4/CD45R0O
CD8/CD45RO
CD4/CD95
CD8/CD95
CD4/CD27
CD8/CD27
CD4/CD30
CD8/CD30
CD4/CD30L
CD8/CD30L
CD4/CD40
CD8/CD40
CD4/CD40L
CD8/CD40L
CD4/CD28
CD8/CD28

%
66114
3918
2218
45183
61+28
52+18
47+18
43£30
49126
42+39
32+31

1+2
0.3t1
6t4
34
212
9t14
414
4+10
9318
51+9

Control
#
16004531
948+347
520+217
183+157
330+181
486+152
244+140
425+335
280+197
401+415
1544154
8+14
1+5
60+35
17+26
14+19
58+87
32+36
21456
885+258
325485

Tuberculosis

%

564242

24+10°
14+7°
32420
58+26
73+18°
45+24
54+35
40+38
50+40
29+31
6+8a
5+8a
23427
13+10%
19+16
10+12
11+10
12+20
48+40P
24+28°

#

1263+7742

521+225°
286+171°
206+160
265+219
345+165
153+1242
298+233
155+183
2754246
81+86
28+44
15+25
98+79
60+78
106+118
27435
30+21
56+85
268+255°
63+67°

Se presenta la media + desviacion estandar de los ndmeros
absolutos y el porcentaje de las subpoblaciones celulares de
pacientes con tuberculosis pulmonar activa, asi como de los
individuos sanos del grupo control.

@ - Estadisticamente diferente del control (p<0.05)
® - Estadisticamente diferente del control (p<0.01)
¢.- Estadisticamente diferente del control (p<0.001)



VIII-10. Pacientes con tuberculosis. Analisis por citometria de flujo.
Marcadores de linaje linfocitario

CD3, CD3CD4 y CD3CD8

a a c c b b

100+ ~3500
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[
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cD3 Ctl CD3TB CDA4 Ctl CD4 TB cD8 Ctl CD8 TB
Marcadores

Figura 6. Se presenta la mediana, los percentiles 25 y 75, asi como el valor
superior e inferior de cada grupo del porcentaje y niumero absoluto de las
subpoblaciones celulares. Ctl es el grupo control y TB es el grupo de
pacientes con tuberculosis pulmonar activa.

a.- Estadisticamente diferente del control (p<0.05)

b.- Estadisticamente diferente del control (p<0.01)
c.- Estadisticamente diferente del control (p<0.001)

Con respecto a los marcadores de linaje linfocitario y como se observa
en la Figura 6, el analisis mostr6 que el porcentaje (56+24) y el namero
absoluto (1263+774) de los linfocitos T CD3+ de los pacientes tuberculosos
estan disminuidos significativamente (p<0.05) en relacion al grupo control
(66+14 y 16004531, respectivamente). Asi mismo, se observo que los linfocitos
T CD4+ y CD8+ disminuyeron marcadamente (p<0.001 y p<0.01,
respectivamente), tanto en proporcion (24+10 y 14+7, respectivamente) como
en nameros absolutos (521+225 y 286+171, respectivamente), en relacion al
grupo control (3948 y 22+8 proporcién y 948+347 y 5204217 numeros

absolutos, respectivamente).
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VIII-11. Pacientes con tuberculosis. Analisis por citometria de flujo.
Marcadores de activacion.

CD4CD45R0O y CD8CD45R0O

b a
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Figura 7. Se presenta la mediana, los percentiles 25 y 75, asi como el valor
superior e inferior de cada grupo del porcentaje y nimero absoluto de las
subpoblaciones celulares. Ctl es el grupo control y TB es el grupo de
pacientes con tuberculosis pulmonar activa.

a.- Estadisticamente diferente del control (p<0.05)

b.- Estadisticamente diferente del control (p<0.01)

Como se observa en la Figura 7, la subpoblacion que expresa el
marcador de activacion/memoria CD45RO se observa incrementada
significativamente en el porcentaje (p<0.01, 73£18) de las células CD4+ y en el
namero absoluto (p<0.05, 153+124) de las células CD8+ en relacion al grupo
control (52+18 y 244+140, respectivamente). El marcador de células virgenes,

CD45RA no estuvo alterado.
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VIII-12. Pacientes con tuberculosis. Analisis por citometria de flujo.
Moléculas de coestimulacion.

CD4CD30y CD8CD30

100+ a a ~200
75 1150
Z
fa
3
o}
50 11000
o
(0]
(@]
(‘E
25+ 50 &
(7]
0 ' 0

CD4CD30 Ctl CD4CD30 TB CD8CD30 Ctl CD8CD30 TB
CD8CD30L
a
100+ -300
1250
75
1200 E
3
@
50 . L1503
o
@D
100 &,
25 5
50
0 0
CD8CD30L Ctl CD8CD30L TB
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Figura 8. Se presenta la mediana, los percentiles 25 y 75, asi como el valor superior e
inferior de cada grupo del porcentaje y numero absoluto de las subpoblaciones
celulares. Ctl es el grupo control y TB es el grupo de pacientes con tuberculosis
pulmonar activa.

a.- Estadisticamente diferente del control (p<0.05)
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En este grupo se analizaron también las moléculas de coestimulacién
CD30, CD30L,CD27, CD40L, CD40, y CD28. Con respecto al receptor CD30 y
su ligando CD30L ampliamente relacionados con coestimulacion y reconocidos
como marcador de la subpoblacién Th2, asi como participantes en la activacion
de la apoptosis, observamos que en la subpoblacién CD4+, la molécula CD30
sufre un incremento en el porcentaje, siendo estadisticamente significativo
(p<0.05; 6+8) con relacién al grupo control (1+2). En la subpoblacién CD8+, el
comportamiento fue igual con un incremento en porcentaje que fue significativo
(p<0.05; 5+8) comparado con el grupo control (0.3+1). La subpoblacién
CD8CD30L mostré un incremento en la proporcion (13+10), alcanzando una
significancia estadistica (p<0.05) con respecto al grupo control (3+4). La

molécula CD30L no estuvo alterada en la subpoblacion CD4+.
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Figura 9. Se presenta la mediana, los percentiles 25 y 75, asi como el valor superior e
inferior de cada grupo del porcentaje y numero absoluto de las subpoblaciones
celulares. Ctl es el grupo control y TB es el grupo de pacientes con tuberculosis
pulmonar activa.

b.- Estadisticamente diferente del control (p<0.01)
c.- Estadisticamente diferente del control (p<0.001)
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Finalmente, se analiz6 la expresién de la molécula CD28, que como se
ha descrito anteriormente, libera sefiales coestimuladoras fundamentales en la
activacion del linfocito T. Nuestras observaciones indican que en la
subpoblacion CD4+/CD28+ de los pacientes con TB, hubo una disminucién
altamente significativa tanto en porcentaje (p<0.01, 48+40), como en numeros
absolutos (p<0.001, 268+255), en relacion al grupo control (93+8 y 885+258,
respectivamente). El comportamiento de la subpoblacion CD8+/CD28+ fue
similar, con una diferencia altamente significativa en porcentaje (p<0.01,
24+28), como en numeros absolutos (p<0.001, 63+67), en relacion al grupo

control (5149 y 325+85, respectivamente).

VIII-13. Pacientes coinfectados por VIH-1/Mtb. Datos clinicos y de
laboratorio.

En este grupo de pacientes se estudiaron a dos mujeres (22.2 %) y siete
hombres (77.8 %). Mostraron un rango de edad en afios de 22 a 56 y una
media de 33.0 afios. Los glébulos blancos fluctuaron de 2350 a 5500
leucocitos/mm?® y una media de 3850.2 leucocitos/mm?. Los linfocitos mostraron
un rango de 11 a 44 % con una media de 31.1 %. Los monocitos se observaron
de 0 a 9 % con una media de 2.8 %. Finalmente, los polimorfonucleares
mostraron un rango de 47 a 74 % y una media de 59.1%.

En la Tabla 9 del apéndice 1 se muestran los datos clinicos y de

laboratorio de este grupo.

VIII-14. Pacientes coinfectados por VIH-1/Mtb. Analisis por citometria de
flujo.

Los datos arrojados por la citometria de flujo fueron analizados
estadisticamente y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 10. En
esta tabla se incluyen, con propdsitos comparativos, los resultados de los
pacientes con SIDA sin TB, de los pacientes con TB sin SIDA y de un grupo

control de individuos sanos apareado en cuanto a la edad.
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Tabla 10. Resultado del

estudio de citometria de flujo de células

mononucleares de sangre periférica de pacientes con TB, SIDA, coinfectados
con VIH-1/Mtb y el grupo control.

Marcador

CD3
CD3/CD4
CD3/CD8
CD4/CD45RA
CD8/CD45RA
CD4/CD45RO
CD8/CD45RO
CD4/CD95
CD8/CD95
CD4/CD27
CD8/CD27
CD4/CD30
CD8/CD30
CD4/CD30L
CD8/CD30L
CD4/CD40
CD8/CD40
CD4/CD40L
CD8/CD40L
CD4/CD28
CD8/CD28

Control

%

#

64+19 1518+566

37+11
2018
2513
55127
59+19
47+26
37126
42426
37+36
32131
1+2
6122
2130
26139
6+10
13+21
9121
10425
69+30
53121

8841392
4734216
237146
302+182
463+145
2731174
410+349
251+181
400+449
146+138
9+12
16455
146+183
110+160
4067
66189
61+£107
38164
6761378
302+110

%
47+24
8+6°
31+24
27+35
42+39
59+25
39+28
58425
36136
26129
25429
3+8
142
45+28
27+45
3+7
2+4
33438
22437
16429
16+29°

SIDA
#
20+417
118+117°
458+343
34+64°
193+247
70+67¢
267+216
59+57°
190+245
23+28%
6667
246
7+14
74459
19+26
4+8
14+28
31+39
584156
47+49°
58+90°

VIH/Mtb

% #
55424 114582
10+10° 176+215°
37+19 592+430
39+28  224+229°
27+17 183+152
66120 139+167
36+12 2244229
72438%  99+133%
48+39  443+436
38+30 661102
13+13  104+128
0+0 0+0
040 0+0
24+1 59+62
4+5 27438
10+19  18+31
616 37456
22418 29433
2+3 18+34
54439  136+232°
11+16° 111+201

Tuberculosis

%

#

53122 1154+686

24 +8°
1318
35+24
48+21
66+18
60+27
59+39
45+36
57+43
33+33
4+4
7+8
16+16
1348
18+10
13+15
2+4
749
59+42
28426

488+195"
244+142
181+143
192+170
311+167
168+137
3164267
169+183
2934240
92+100
20+19
17+23
105+99
32+21
94+79
33+37
7+10
14+14
337+313°
77+79°

Se presenta la media + desviacion estandar de los niUmeros absolutos y del porcentaje de las
subpoblaciones celulares de 9 pacientes coinfectados, de 13 con SIDA sin TB, de 10 pacientes

con Th que fueron VIH-1 negativos y 21 individuos control.

@ - Estadisticamente diferente del control (p<0.05)
® . Estadisticamente diferente del control (p<0.01)
¢.- Estadisticamente diferente del control (p<0.001)
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En relacion con el fenotipo de los linfocitos T de pacientes con SIDA
solamente y solo con TB, se observaron diferencias tanto en la subpoblacién
CD4+ como en la CD8+. Los cambios estadisticamente significativos se dieron
en la expresion de marcadores de linaje, activacion, apoptosis y en la expresion
de moléculas de coestimulacion. Enseguida, estos cambios se presentaran

graficamente.

VIII-15. Pacientes coinfectados por VIH-1/Mth. Andlisis por citometria de
flujo. Marcadores de linaje linfocitario.

CD3/CD4

100+ —2000

754 ~1500

c c c c b b
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1
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Control SIDA VIH-1/Mtb B
Pacientes

Figura 10. Se presenta la mediana, los percentiles 25y 75, asi como el valor superior
e inferior de cada grupo del porcentaje y niUmero absoluto de las subpoblaciones
celulares. Ctl es el grupo control, SIDA y TB representan los grupos con dichas
enfermedades y VIH-1/Mtb el grupo de pacientes coinfectados.

b.- Estadisticamente diferente del control (p<0.01)

c.- Estadisticamente diferente del control (p<0.001)

No se detectaron diferencias significativas entre los grupos en la
expresion de CD3. Como era de esperarse, en comparacion con el porcentaje y
el nimero absoluto del grupo control (37+11 y 884+392 respectivamente), la

subpoblacion CD3+/CD4+ de los pacientes con SIDA estuvo muy disminuida
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(p<0.001), tanto en porcentaje (846) como en el nUmero absoluto (118+117).
En los pacientes coinfectados la caida de estas célula fue semejante a la
observada en SIDA (p<0.001). En el grupo de pacientes con TB solamente,
como ya se ha descrito lineas arriba, la disminucion en el porcentaje y en el
numero de células fue menor (p<0.01). También se observdé un mayor
porcentaje y namero de células en comparacion con los pacientes con SIDA,
sin que esta diferencia alcanzara significacia estadistica. No se observaron
diferencias significativas entre los pacientes con SIDA, TB y coinfectados. Sin
embargo hay que sefialar que el nimero de células CD4+ mostr6 una
tendencia al alza en los pacientes coinfectados (176+215) en relaciéon a los

pacientes con SIDA (118+117).
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VIII-16. Pacientes coinfectados por VIH-1/Mth. Andlisis por citometria de

flujo. Marcadores de activacion.
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Figura 11. Se presenta la mediana, los percentiles 25y 75, asi como el valor superior
e inferior de cada grupo del porcentaje y nimero absoluto de las subpoblaciones
celulares. Ctl es el grupo control, SIDA y TB representan los grupos con dichas
enfermedades y VIH-1/Mtb el grupo de pacientes coinfectados.

a.- Estadisticamente diferente del control (p<0.05)
b.- Estadisticamente diferente del control (p<0.01)
c.- Estadisticamente diferente del control (p<0.001)
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En comparacion con el grupo control (237+146), la subpoblacion de
células CD4+ que expresan el marcador CD45RA, que identifica células virgen,
es decir que no han sido activadas por antigeno, estuvo muy disminuida en
pacientes con SIDA (34464, p<0.001). Esta caida se observé en el niamero
absoluto de células CD4+ (34+64), pero no en el porcentaje, el cual fue
semejante al del grupo control. En los pacientes coinfectados, el nimero de
linfocitos CD4+/CD45RA+ estuvo también disminuido pero en menor grado
(p<0.01; 224+229 células/mm?), sugiriendo un efecto de rescate de la infeccion
micobacteriana afiadida. En los pacientes con TB solamente, la expresion de
CD45RA en células CD4+ estuvo dentro del rango del Grupo control.

En lo que respecta a la molécula de activacion/memoria CD45RO, se
observé que el nimero absoluto de células CD4+ que la expresaban estaba
muy disminuido en el grupo de pacientes con SIDA (70+67; p<0.001) con
respecto al Grupo control (463+145); llamé la atencion que la media del nUmero
absoluto de células del grupo de pacientes VIH-1/Mtb, es el doble del grupo
con SIDA, lo que representa, sin llegar a los niveles del grupo control, una
recuperacion posiblemente relacionada con la activacion cronica de los
linfocitos por antigenos micobacterianos. Ademds, el numero absoluto
(311+167) de los pacientes con TB fue mayor en comparacion al grupo con
SIDA (70+67) sin ser estadisticamente significativo. La expresion de CD45RA y
CD45RO0 en las células CD8+ estuvo dentro de los valores del grupo control en

los 3 grupos de estudio

VIII-17. Pacientes coinfectados por VIH-1/Mtb. Andlisis por citometria de
flujo. Marcador de apoptosis, CD95.

En vista de que en la infecciéon por el VIH-1 se ha observado que la
muerte por apoptosis contribuye a la caida en el numero de linfocitos CD4+
(Katsikis et al., 1995) y que la disminucion en el numero de linfocitos CD4+ en
pacientes con TB se ha atribuido a apoptosis (Hirsch et al., 2001), investigamos

la expresion de la molécula proapoptética CD95 en pacientes coinfectados.

55



CD4/CD95

b a a
100+ ~1500
1250
754
1000
50 T =750
500
254
250
; - — = 1,
Control SIDA VIH-1/Mtb B
Pacientes

Figura 12. Se presenta la mediana, los percentiles 25 y 75, asi como el valor
superior e inferior de cada grupo del porcentaje y numero absoluto de las
subpoblaciones celulares. Ctl es el grupo control, SIDA y TB representan los
grupos con dichas enfermedades y VIH-1/Mtb el grupo de pacientes coinfectados.

a.- Estadisticamente diferente del control (p<0.05)
b.- Estadisticamente diferente del control (p<0.01)

Se observé que en pacientes con SIDA el porcentaje de linfocitos CD4+
con el marcador CD95 estaba dentro de los limites del grupo control, en
cambio el numero absoluto estaba disminuido (SIDA 59+57; Control 410+349;
p<0.01), probablemente reflejando la marcada disminucion en las cuentas de
células CD4+. En comparacibn con los controles, en los pacientes
coinfectados, el numero de células CD4+CD95+ estuvo disminuido (99+133;
p<0.05) pero en menor grado que lo observado en SIDA. La proporcion de
estas células en los pacientes con SIDA (72+38) estuvo incrementada (p<0.05)
en relacion al grupo control (37£26). La diferencia entra SIDA y coinfeccion no
alcanzo significancia estadistica. Al comparar los nUmero de esta subpoblacion
en pacientes con TB contra pacientes con SIDA, estos ultimos mostraron una
disminucién importante sin ser estadisticamente significativa. La expresion de
CD95 en las células CD8+ en los 3 grupos de de pacientes fue similar a la

observada en el grupo control.
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VIII-18. Pacientes coinfectados por VIH-1/Mtb. Analisis por citometria de
flujo. Moléculas de coestimulacion.

En vista de que en pacientes infectados por el VIH-1 se han reportado
multiples anomalias en la expresion de moléculas de coestimulacion en
linfocitos T (De et al., 2002;Pizzolo et al., 1994;Choremi-Papadopoulou et al.,
1994), en este trabajo analizamos la expresion de CD27, CD28, CD30, CD30L,
CD40y CD40L.

Los hallazgos del estudio de citometria de flujo se muestran en la Tabla

10y en las Figuras 13y 14

CDh4/CD27
100+ 1500
75-
1000
50
T 500
25-

l—_'_—la L
0 0
Control SIDA VIH-1/Mtb B

Pacientes

Figura 13. Se presenta la mediana, los percentiles 25y 75, asi como el valor superior
e inferior de cada grupo del porcentaje y nimero absoluto de las subpoblaciones
celulares. Ctl es el grupo control, SIDA y TB representan los grupos con dichas
enfermedades y VIH-1/Mtb el grupo de pacientes coinfectados.

a.- Estadisticamente diferente del control (p<0.05)

En comparacion con el grupo control, en los pacientes con SIDA la
expresion de CD27 en las células CD4+, estuvo disminuida de manera
significativa en lo que concierne al numero (SIDA 23+28; grupo control

400+449; p<0.05) pero no en el porcentaje. Es de interés que en los pacientes
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coinfectados, el niumero de células CD4+/CD27+ (66+102) fue dos veces
mayor que el de los pacientes con SIDA, aun cuando este aumento no fue
significativo. La expresion de CD27 no estuvo alterada en pacientes con TB, sin
embargo se observd que los pacientes con SIDA y al coinfeccion VIH-1/Mtb
mostraron niveles disminuidos en el numero de células en comparacion a los
pacientes con TB, sin que estas diferencias fueran estadisticamente
significativas.

CD4/CD28
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T z
757 c c a e}
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o
o
I
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@
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3
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o
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Figura 14. Se presenta la mediana, los percentiles 25 y 75, asi como el valor
superior e inferior de cada grupo del porcentaje y nimero absoluto de las
subpoblaciones celulares. Ctl es el grupo control, SIDA y TB representan los
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grupos con dichas enfermedades y VIH-1/Mtb el grupo de pacientes
coinfectados.

a.- Estadisticamente diferente del control (p<0.05)
b.- Estadisticamente diferente del control (p<0.01)
c.- Estadisticamente diferente del control (p<0.001)

Finalmente, la expresion de la molécula CD28, que es fundamental en la
coestimulacion de las células T, se vio afectada en su expresion tanto en las
células CD4+ como en las CD8+. La subpoblacién CD4+/CD28+ disminuyo de
manera muy significativa en el numero (p<0.001), tanto en pacientes con SIDA
(47+49), como en individuos con la coinfeccion VIH-1/Mtb (136+232), esto con
respecto al grupo control (676+378). En los pacientes con TB, el decremento
en el numero de células fue menor (337+313), siendo también significativo
(p<0.05). Llama la atencién el incremento observado en estas células en el
grupo VIH-1/Mtb en comparacién con el de SIDA, a pesar de que no fue
significativo. Este mismo efecto se observa al comparar el grupo TB con el de
SIDA e igualmente no representd diferencia estadistica significativa.

La subpoblacion CD8+/CD28+ estuvo muy disminuida en proporcién
(16+29) y en el numero de células (58+90) en pacientes con SIDA (p<0.01);
esta disminucion fue mas marcada (p<0.001) en porcentaje en pacientes
coinfectados (11+16), estando el namero absoluto dentro de los limites del
grupo control (% 53+21; numero 302+110). En los pacientes con TB hubo una

caida significativa en el numero de células CD8+/CD28+ (77+79; p<0.01).
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IX. DISCUSION

Después de mas de 20 afios la infeccion por el VIH-1 continta siendo un
problema muy grave y por su parte la TB permanece entre las principales
causas de morbilidad y mortalidad en el mundo. Este cuadro se ha
ensombrecido aun mas por la asociacion frecuente de estas dos infecciones, la
cual ocurre con mayor frecuencia en las regiones menos desarrolladas del
planeta y constituye un problema médico de muy dificil manejo y de prondstico
muy pobre.(Corbett et al., 2003).

El objetivo principal de este estudio fue determinar si la TB oportunista
afectaba de alguna manera el fenotipo de los linfocitos del paciente infectado
por el VIH-1. Esto se consideré posible porque en la respuesta a micobacterias
los linfocitos T son los principales protagonistas y los pacientes con TB
presentan con frecuencia, al igual que el paciente con el VIH-1, depresion de la
respuesta inmune mediada por linfocitos T (Delgado et al., 2002; Flynn and
Chan, 2001). Se consideré posible identificar cambios que pudieran estar
relacionados con el curso mas severo de la infeccion con el VIH-1 cuando se
asocia con una infeccion micobacteriana. Esto necesariamente implicé estudiar
en nuestro medio el fenotipo de los linfocitos T de pacientes con TB pulmonar y
de pacientes infectados Unicamente por el VIH-1. El fenotipo de un linfocito sea
B o T esta determinado por moléculas de superficie las que en muchos casos
determinan una funcibn o caracteristica particular. Estas moléculas,
frecuentemente glicoproteinas, se reconocen con las letras CD (cluster of
differentiation antigens) seguidas de un numero progresivo. En la actualidad en
las células del sistema inmune se reconocen 350 CDs, muchos de ellos de
funcion desconocida (Zola et al., 2007). Durante las ultimas décadas el uso de
la citometria de flujo ha hecho posible grandes avances en el estudio de los
marcadores o CDs de linfocitos, sobretodo de sangre periférica, tanto en
condiciones de normalidad como en estados patolégicos (Baumgarth and
Roederer, 2000). Sin duda es el SIDA la enfermedad que ha sido estudiada con
mayor intensidad de esta manera, ya que en base al monitoreo periddico de las
células T CD4+, se establecen las estrategias terapéuticas y se determina el

curso y pronéstico de esta infeccion.
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En este estudio investigamos la expresién de algunos marcadores de
linfocitos T que se asocian a linaje linfocitario, activacion celular, memoria
inmunologica, apoptosis y coestimulacion, los que consideramos podrian dar
informacion util. Enseguida discutiremos los hallazgos de interés hechos en los
pacientes infectados unicamente por el VIH-1, en pacientes solo con TB
pulmonar y finalmente discutiremos los hallazgos de citometria de flujo hechos

en individuos con la coinfeccién VIH-1/Mtb.

IX-1. El fenotipo de los linfocitos de pacientes con VIH-1

La principal caracteristica de la infeccion por el VIH-1, es la disminucion
progresiva e inexorable de los linfocitos T CD4+ (Fahey et al., 1984); en forma
concomitante se observa un incremento de los linfocitos T CD8+. Esto
mantiene a los linfocitos T totales dentro de limites considerados normales,
hasta que la progresion de la enfermedad lleva a una disminucion de ambos
tipos celulares lo que resulta en una caida de las células T CD3+. Como era de
esperarse, en este estudio observamos una disminucion altamente significativa
de células T CD4+ en pacientes con SIDA, reflejada tanto en la proporcién
como en el nimero absoluto de células. Asi mismo, se observo un incremento
compensatorio de los linfocitos T CD8+ en las etapas tempranas de la
infeccion, que desapareci6 en la fase del SIDA. La importancia de la pérdida de
las células CD4+ en el desarrollo del SIDA es incuestionable, pues se
correlaciona con la pérdida de capacidades inmunes y la ocurrencia de
infecciones oportunistas y de neoplasias (Fahey et al., 1984). Los mecanismos
por los cuales el VIH-1 elimina a los linfocitos CD4+ no han sido totalmente
dilucidados. Se han propuesto varios mecanismos (Ji et al., 2007). Inicialmente
se considerd que la célula infectada moria como consecuencia de la carga
viral, es decir, por un efecto citopatico. Esta hipétesis ha sido cuestionada y se
ha sugerido que la pérdida de linfocitos CD4+ ocurre principalmente en los
tejidos linfoides del tracto gastrointestinal, sobretodo en la lamina propia y que
se debe principalmente a muerte por apoptosis, que afecta mas que a las
células infectadas, a linfocitos T no infectados (Brenchley et al., 2004). La
apoptosis en la infecciéon por el VIH-1 participa la via CD95/CD95L (Ji et al.,
2007).

61



Al igual que lo reportado en la literatura (Ullum et al., 1997), en nuestros
pacientes infectados por el VIH-1 se observé una disminucion de las células
CD4+ que expresan los marcadores CD45RA (células virgen) y CD45RO
(activacion/memoria). La disminuciébn en las células virgen es muy
probablemente consecuencia de la intensa activacion celular que ocurre en la
infeccion viral (Jones et al., 2006). Con respecto a la molécula de
memoria/activacion CD45RO, su expresion en células CD4+ estaba
disminuida, lo que podria deberse a la disminucion del niamero total de células
CD4+. En contraste, las células CD8+/CD45RO+ se encontraron aumentadas
en las fases iniciales de la infeccion por el VIH-1; lo anterior podria deberse a
que el numero total de linfocitos T CD8+ esta incrementado en esas etapas de
la infeccion viral (Roman et al., 2002).

En vista de que la apoptosis se considera en la actualidad un
mecanismo importante en la pérdida de células CD4+, analizamos la expresion
de CD95, un receptor de muerte celular que se activa cuando es ligado por
CD95L (Nagata and Golstein, 1995). A diferencia de lo reportado sobre
expresion de CD95 en linfocitos CD4+ de pacientes infectados por el VIH-1
(Silvestris et al., 1996), en nuestros casos observamos que el nuamero y el
porcentaje de células CD4+ que expresaron este marcador estaban
disminuidas, lo cual podria reflejar simplemente la pérdida de las células CD4+
y no una disminucién en su expresion.

Ademas de la disminucién en el nimero de linfocitos T, el VIH-1 genera
defectos en la respuesta inmune celular como son una respuesta blastica
disminuida o ausente de las células T CD4+, respuesta ineficiente de las
células T CD8+ y trastornos en las células presentadoras de antigeno (Nilsson
et al., 2006). Se ha reportado que la pérdida de la respuesta inmune mediada
por células T en SIDA, se debe en parte a maduracion deficiente de las células
CD8+ especificas del VIH-1, que frecuentemente expresan CD27 pero no
perforina, sugiriendo un bloqueo en su diferenciacion a células efectoras
(Appay et al., 2002; Andersson et al., 2002). La infeccion de las células T CD4+
por el VIH-1 requiere de su activacion (Korin and Zack, 1998), en la que son
fundamentales las moléculas de coestimulacion, las que investigamos en este
estudio. Una de ellas, quiza la mas importante, es CD28 la que al interactuar

con su ligando (CD80, CD86), incrementa la replicacion del VIH-1 (Smithgall et
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al., 1995). En este estudio, el numero y la proporcion de la subpoblacién
CD4+/CD28+ en el paciente con SIDA estaba muy disminuida lo que
concuerda con lo reportado (Borthwick et al.,, 1994). La subpoblacién
CD8+/CD28+ estaba también disminuida, aunque en menor grado que la
observada en las células CD4+/CD28+. Este cambio es potencialmente
significativo pues los linfocitos T citotoxicos CD8+ estan involucrados en el
control de la enfermedad sobretodo en la fase asintomatica (Goulder et al.,
1997). Caruso y col. observaron un incremento en la subpoblacion de células T
CD8+/CD28- con una disminucién concomitante de las CD8+/CD28+ vy
CD4+/CD28+ lo que se atribuyé a efectos citotdéxicos de los linfocitos T
CD8+/CD28- (Caruso et al., 1994). Por otra parte se ha demostrado, que la
disminucion en la expresion de CD28 refleja una diferenciacion terminal y
acortamiento de telomeros, lo que es propio de células seniles. La disminucion
de la subpoblacion CD8+/CD28+ observada en este estudio confirma previos
estudios y sugiere que la expresion disminuida de esta molécula
coestimuladora podria contribuir a los defectos proliferativos de las células

CD4+ y CD8+ observados en los individuos infectados por el VIH-1.
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IX-2. El fenotipo de los linfocitos de pacientes con TB pulmonar

En La respuesta inmune en contra del bacilo de la tuberculosis los
linfocitos T juegan un papel preponderante tanto por sus actividades efectoras
como reguladoras (Flynn and Chan, 2001). Por lo anterior consideramos
importante analizar los linfocitos T de sangre periférica de pacientes con TB
pulmonar activa. El primer paso para que ocurra la activacion y diferenciacion
del linfocito T es el reconocimiento del antigeno a través del receptor para
antigeno (TCR), que le es presentado por las moléculas del complejo principal
de histocompatibilidad (MHC) de las células presentadoras de antigeno (Flynn
and Chan, 2001). La ausencia de este fendbmeno resulta en anergia, un estado
de no-respuesta a estimulos antigénicos por parte de los linfocitos T (Schwartz,
2003). Ya que los individuos con TB avanzada generalmente son anérgicos a la
prueba del PPD, en este estudio nos propusimos investigar si la expresion de
diversas moléculas de linaje linfocitario, activacion, coestimulacion y apoptosis
sobre las células CD4+ y CD8+, se veia afectada por la TB pulmonar activa. Un
hallazgo relevante fue la marcada linfopenia de células T CD4+ y CD8+
observada en pacientes con TB pulmonar activa. La disminucion de los
linfocitos T CD4+ ya se ha reportado, mientras que la de los linfocitos T CD8+
ha sido raramente reconocida (Pilheu et al., 1997). Hay estudios que sugieren
gue mas que una disminucién, hay un “secuestro” de dichos linfocitos en las
lesiones tuberculosas (Tsao et al., 2002). Se ha reportado que el decremento
de los linfocitos T CD4+ es un indicador de mal prondstico, ya que se asocia
con perdida de peso, niveles bajos de albumina sérica, enfermedad severa y
mortalidad alta (Pilheu et al., 1997). En nuestro estudio, los pacientes con o sin
linfopenia de células CD4+ o CD8+ siguieron un curso clinico similar, lo que
coincide con lo observado en pacientes tuberculosos de Africa (Djomand et al.,
1994). Es interesante sefalar que la intensidad de la linfopenia del paciente
con TB fue semejante a la observada en pacientes con SIDA.

Ademas de la linfopenia, observamos un incremento en la expresion del
marcador CD45R0O (memoria/efector) en las células CD4+, esta observacion
concuerda con un estudio de citometria de flujo de células recuperadas de
pulmones de pacientes por lavado broncoalveolar, que reveld6 que la gran
mayoria de células T CD4+ eran CD45RO+ (Urdaneta et al., 1998). Con

respecto a las moléculas de coestimulacion, observamos un incremento en la

64



expresion de CD30 tanto en las células CD4+ como CD8+. Esta expresion fue
mas alta en los pacientes con un historial de recaida, un tipo de enfermedad
tuberculosa mas severa, frecuentemente asociada con la falta en el
cumplimiento del tratamiento y con cepas resistentes a multiples medicamentos
antifimicos (Murray et al., 1999). Nuestras observaciones van de acuerdo con
estudios in vitro que muestran que Mtb es un potente inductor de la expresion
de CD30 en células T estimuladas con antigenos mycobacterianos (Munk et al.,
1997). Ademas se ha observado un numero alto de células T CD30+ en
granulomas pulmonares y pleuritis tuberculosa humana (Munk et al., 1997).
También se ha documentado el incremento de los niveles de CD30 soluble en
sueros de pacientes con TB (Lienhardt et al., 2002).

El papel de las moléculas coestimuladoras CD28/B7 y CD40/CD40L en
la TB ha sido poco estudiado. En este estudio no observamos anormalidades
en la expresion de CD40/CD40L pero si de CD28. En lo que concierne a
CD40L se ha reportado una disminucién en pacientes con TB avanzada, aqui
no encontramos cambios en CD40/CD40L. Estudios sobre esta via de
coestimulacién en TB han arrojado resultados variables. Pacientes con TB
avanzada mostraron una expresion disminuida de CD40L después de la
estimulacion in vitro con antigenos micobacterianos (Samten et al., 2000) y
ratones infectados con M. avium tratados con anticuerpos anti-CD40L
desarrollan un aumento en la carga bacilar (Hayashi et al., 1999).

Un hallazgo importante de este trabajo fue el marcado decremento en la
expresion de CD28 tanto en las células T CD4+ como en las CD8+ en
pacientes con TB activa. A la fecha hay pocos estudios sobre la expresion de
CD28 en TB aun cuando se ha reportado disminucion de las células T
CD8+/CD28+ (Ponticiello et al., 2001). La reduccion importante de los linfocitos
T CD8+/CD28+ observada en este estudio es muy interesante y novedosa por
la importancia creciente que han adquirido los linfocitos T CD8+ en la
respuesta inmune en contra de Mtb (Flynn and Chan, 2001;Lazarevic and
Flynn, 2002). El papel de CD28 en la activaciéon de las células T CD8+ es
controversial; se ha documentado una estricta dependencia (Chai et al., 1999),
mientras que en otros estudios la activacion procede de forma normal en la
ausencia de coestimulacion via CD28 (Wang et al., 2000). Las células T
CD8+/CD28- difieren de la CD8+/CD28+ en su gran capacidad citotoxica,
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elevada produccion de IFN-y y una tendencia incrementada hacia la apoptosis
(Vingerhoets et al., 1995).

La expresion de CD28 en células T CD4+ de pacientes con TB ha sido
poco estudiada. La interaccion de CD28 con su ligando B7 es crucial en la
activacion del linfocito T regulandose positivamente la expresion del IL-2R y el
factor de sobrevivencia bcl-xL (Schwartz, 2003). La activacion a través del TCR
en ausencia de CD28 resulta en anergia (Sharpe and Freeman, 2002;Schwartz,
2003). En resumen, en este estudio descriptivo de citometria de flujo,
observamos la expresion alterada de moléculas de coestimulacion en células T
de pacientes con TB pulmonar activa que junto con otras anormalidades
fenotipicas, particularmente la disminucion de los linfocitos T CD4+, podria ser
la causa de la inadecuada respuesta inmune celular de los pacientes con TB

avanzada.
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IX-3. El fenotipo de los linfocitos de pacientes con la coinfeccion VIH-
1/Mtb.

Las consecuencias de la TB oportunista en el curso clinico y resultado de
la infeccién por el VIH-1 han sido muy estudiadas (Corbett et al., 2003; Flynn
and Chan, 2001;Lazarevic and Flynn, 2002). En contraste, hay muy poca
informacion acerca del impacto de la coinfeccion en el fenotipo de los linfocitos
T. Contrario a lo que esperabamos, la TB oportunista no disminuy6 las cuentas
de células CD4+ del paciente coinfectado, a pesar de que dos condiciones
caracterizadas por la perdida de dichas células convergen en el individuo
coinfectado. En el individuo con el VIH-1, la disminucion de las células T CD4+
es progresiva y severa y predice un mal prondstico. En la TB, la linfopenia de
células CD4+ es menos frecuente y severa, no siempre se asocia con un mal
prondstico y puede ser corregida con quimioterapia antituberculosa (Corbett et
al., 2003; Flynn and Chan, 2001;Lazarevic and Flynn, 2002;Pilheu et al., 1997).
En este estudio hicimos observaciones que sugieren un efecto de rescate por
parte de la infeccibn micobacteriana en los pacientes VIH-1+. Estas
observaciones que deben ser confirmadas en estudios con un nimero mayor
de pacientes, son las siguientes. En comparacion con los pacientes con SIDA
sin TB, en el paciente coinfectado la linfopenia de células CD3+ se atenud, lo
que podria ser relevante, pues la perdida de las células T CD3+ se asocia al
desarrollo del SIDA independientemente del niamero de células T CD4+
(Margolick et al., 1998).

Las células T CD4+ que expresan en su superficie las isoformas
CD45RA y CD45RO0 son los principales blancos en la infeccion con el VIH-1
(Jaleco et al., 1994). El marcador CD45RA caracteriza a las células virgen que
se diferencian en CD45R0O como células de memoria después de la activacion
antigénica (de Jong et al, 1991). En este trabajo encontramos que la
disminucion en la expresion de CD45RA y CD45RO0 en las células CD4+ fue
parcialmente revertida en pacientes coinfectados sugiriendo, una vez mas, un
efecto de rescate de significancia desconocida. Un efecto similar aunque
menos notable fue observado en la expresion disminuida de CD27 y CD95 en
las células CD4+. El ultimo es un dato interesante porque la infeccion con el

VIH-1 se sabe incrementa la expresion del marcador CD95 sobre las células T,
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lo que se asocia con muerte celular por apoptosis y disminucién en las cuentas
de linfocitos T CD4+ de sangre periférica (Bohler et al., 1999).

Con relacion a las moléculas de coestimulacién, la subpoblacion
CD8+/CD30L+ en pacientes coinfectados mostr6 una tendencia a la
disminucién tanto en nimero como en porcentaje, a diferencia del grupo con
SIDA, donde solo se observé disminucion en los numeros absolutos.
Estudiamos también las moléculas CD40 y CD40 ligando (CD40L),
relacionadas con activacion y coestimulacién celular. Los resultados mostraron
una tendencia a la disminucion del marcador CD40 en las subpoblaciones
CD4+ y CD8+ en pacientes con SIDA. Esta disminucion fue menor en los
pacientes coinfectados. En la subpoblacion CD4+, CD40L mostr6 una
tendencia al incremento en porcentaje, en pacientes con SIDA y coinfectados
con el VIH-1/Mtb, mientras que en los nameros absolutos, se observé una
tendencia a la disminucion, en los mismos dos grupos de pacientes. Con
respecto a la subpoblacion CD8+, CD40L, mostré una tendencia a la
disminucién en pacientes coinfectados. Estos hallazgos sugieren que la
coinfeccion VIH-1/Mtb altera la expresibn de estas moléculas de

coestimulacion.

La interaccion de CD28 con su ligando B7 juega un papel crucial en la
activacion de los linfocitos T (Sharpe and Freeman, 2002). En la infeccion por
el VIH-1, CD28 juega un papel tanto positivo como negativo, pues la activacion
de las células T CD4+ a través del TCR y CD28 promueve la transcripcion viral
(Barker et al., 1998), mientras que la coestimulacion por CD28 puede inhibir
también la infeccién por el VIH-1 al regular negativamente la expresion de
receptores de quimiocinas (Carroll et al., 1997).

La disminucion en la expresiéon de la molécula CD28 en células T tanto
CD4+ como CD8+ ha sido observada en la infeccion con el VIH-1 (Choremi-
Papadopoulou et al., 1994;Choremi-Papadopoulou et al., 2000). En TB se ha
reportado la disminucién de la subpoblacion CD8+/CD28+ en pacientes con TB
(Ponticiello et al., 2001). En nuestro estudio observamos que los pacientes con
TB presentan disminucion severa en la expresion de CD28 en las
subpoblaciones CD4+ y CD8+ y de CD28 sobre las células CD4+ de pacientes
con SIDA. La subpoblacion CD8+/CD28+ estuvo disminuida de manera similar
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en todos los grupos de pacientes. Actualmente, los efectos de la pérdida de la
subpoblacion CD8+/CD28+ en el curso de la infecciébn por el VIH-1 son
desconocidos, sin embargo, esta disminucion se ha relacionado con la repetida
estimulacion antigénica (Borthwick et al., 1994), lo que ocurre en SIDA y TB.

En resumen, en este estudio encontramos que el fenotipo de las células
T de pacientes con SIDA se altera por la infeccion adicional de M. tuberculosis,
incluyendo efectos positivos y negativos sobre las células de sangre periférica.
Es necesario generar un estudio de seguimiento prospectivo para determinar si
estos cambios influyen en el curso y resultado de la enfermedad de los
pacientes coinfectados. Podemos especular que el aumento en la expresion del
marcador proapoptético CD95 sobre las células CD4+ y la disminucion de la
expresion de la principal molécula coestimuladora CD28 sobre las células
CD8+, relacionadas a la infeccion adicional de Mtb podrian comprometer adn

mas la funcién de los linfocitos T en el paciente infectado por el VIH-1.
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X. CONCLUSIONES

70

Las infecciones por el VIH-1 y M. tuberculosis, de manera individual y en la
coinfeccidon alteran de manera muy importante a los linfocitos T sobretodo al
CD4+.

En la infeccion por el VIH-1, por M. tuberculosis y en la coinfeccion hay linfopenia

severa de células T CD4+, que es semejante en magnitud en las 3 condiciones.

La linfopenia de las células T CD8+ se observd Unicamente en la TB.

Se observé incremento de las moléculas coestimuladoras CD30/CD30L en la TB,
lo que puede asociarse a predominancia de un patrén de produccién de
citocinas de tipo Th2.

El hallazgo principal de este estudio fue la disminucién en la expresion de la
molécula coestimuladora CD28 en las células CD4+ y CD8+ de pacientes

infectados con el VIH-1, M. tuberculosis y la coinfeccion del VIH-1/Mtb.



XI. APENDICE 1

Tabla 1. Datos clinicos y de laboratorio de los individuos control.

Control Edad GB Linfos M@ PMN
Sexo (mm°) (%) (%) (%)
(afos)
01 31 M 9750 20 0 80
02 39 F 4750 39 1 60
03 22 F 8000 39 0 61
04 21 F 3300 44 0 56
05 21 F 5800 48 2 49
06 23 M 5900 38 1 60
07 22 F 5300 51 0 48
08 32 M ND ND ND ND
09 33 M ND ND ND ND
10 28 M ND ND ND ND
11 22 F ND ND ND ND
12 26 M ND ND ND ND
13 25 F ND ND ND ND
14 21 F ND ND ND ND
15 34 F 4670 34 7 53
16 29 M 6200 29 6 58
17 68 M 6670 24 9 67
18 63 F 6550 28 5 67
19 56 F 5990 28 5 67
20 51 M 7879 23 6 71
21 64 M 5050 41 7 52
22 61 M 7760 32 7 61
23 81 M 5880 24 8 68
24 74 M 9900 22 10 68

Se muestran la distribucién por edad y sexo y resultados de las biometrias hematicas practicadas. GB,
glébulos blancos; Linfos, linfocitos; M@, monocitos; PMN, polimorfonucleares; M, masculino; F,
femenino, ND, no determinado.
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Tabla 3. Grupo | (=500 células T CD4+/mm?). Datos clinicos y biometria hematica

Paciente Edad Diagnostico GB Linfos MJ PMN
Sexo (meses) (mm?) (%) (%) (%)
(anos)
01 24 M 72 5100 49 4 47
02 38 F ND 2800 49 2 48
03 29 M 3 5400 41 0 58
04 26 M ND 9250 35 4 58
05 30 F 6 5250 50 1 48
06 25 M 1 5800 35 4 61
07 34 M 3 8700 22 1 71
08 28 M ND 6500 31 2 63
09 32 F 24 7700 50 2 46
10 35 M ND 6950 46 2 52
11 34 F 12 6050 27 1 69
12 30 M 96 5950 50 3 47
13 39 M 62 8500 53 3 43
14 58 M 3 8600 56 2 42
15 28 M ND -- -- -- --
16 35 M 84 8400 22 2 76

Se muestran la distribucién por edad y sexo y resultados de las biometrias hematicas practicadas. GB,
glébulos blancos; Linfos, linfocitos; M@, monocitos; PMN, polimorfonucleares; M, masculino; F,
femenino; ND, no determinado.



Tabla 4. Grupo Il (499-200 células T CD4+/mm?). Datos clinicos y biometria hematica

Paciente Edad Diagnostico GB Linfos M@ PMN
Sexo (meses) (mm?) (%) (%) (%)
(afos)
01 35 M 46 5000 38 1 58
02 39 M 12 3400 50 4 45
03 53 M 6 5600 31 0 69
04 22 M ND 3800 27 1 71
05 31 M 24 2550 49 1 50
06 34 F 21 3300 49 1 50
07 30 M 24 5500 29 4 48
08 34 M ND 4900 34 1 55
09 39 M 3 5100 32 4 64
10 55 F ND 4250 44 2 53
11 37 M 24 8200 33 2 63
12 21 M 36 2750 82 5 12
13 37 M 30 9500 41 3 54
14 28 M 19 3500 55 4 39
15 26 F 5 3450 42 2 56
16 26 F 11 -- -- -- --
17 30 M 48 7100 21 5 74

Se muestran la distribucién por edad y sexo, y resultados de las biometrias hematicas practicadas.
GB, glébulos blancos; Linfos, linfocitos; M@, monocitos; PMN, polimorfonucleares; M, masculino; F,

femenino; ND, no determinado.



Tabla 5. Grupo IIl (<200 células T CD4+/mm?®). Datos clinicos y biometria hematica

Paciente Edad Sexo Diagnostico GB3 Linfos M@ PMN

(afios) (meses) (mm°) (%) (%) (%)
01 36 F ND 3500 40 0 60
02 36 M 48 4050 31 0 69
03 51 M ND 4500 22 2 76
04 ND M ND 3450 37 2 56
05 30 M 24 3250 49 2 48
06 30 M 72 8150 32 2 65
07 31 M 14 4050 40 4 54
08 29 M 24 2300 12 2 86
09 33 M 96 1500 42 5 53
10 41 M 96 8500 12 3 85
11 29 M 36 8000 18 4 78
12 31 M 48 1120 ND ND ND
13 28 F ND ND ND ND ND

Se muestran la distribucion por edad y sexo y resultados de las biometrias hematicas practicadas. GB,
glébulos blancos; Linfos, linfocitos; M@, monocitos; PMN, polimorfonucleares; M, masculino; F,
femenino; ND, no determinado.



Tabla 7. Pacientes con tuberculosis pulmonar activa. Datos clinicos y biometria heméatica

Paciente Edad Recaida Duracion Cena GB Linfos | M@ | PMN
(afios) Sexo (meses) P (mm®) | (%) (%) (%)
anos

01 39 F - 12 R 5500 20 3 77
02 49 F - 12 S 4800 30 3 67
03 49 M v 24 R 6900 28 1 71
04 44 M v 22 R 13700 23 2 75
05 47 M - 10 S 5700 24 2 74
06 64 M v 63 R 6800 32 3 65
07 57 M v 16 S 4200 32 1 67
08 75 M - 12 R 6700 22 1 77
09 78 M - 22 R 6500 24 5 71
10 30 F v 36 R 7200 28 2 70
11 61 F v 55 R 8000 29 5 66
12 29 F v 12 R 10700 17 1 82
13 58 M v 12 R 5700 42 1 57
14 58 F - 6 S 6400 30 1 69
15 68 F - 4 S 4100 44 0 56
16 63 M v 36 R 6700 32 8 60
17 40 F - 18 R 5700 34 17 49
18 71 M v 88 R 8500 25 6 69
19 54 F 60 R 5600 45 10 45
20 47 M - 2 S 3600 34 5 61
21 74 M v 36 R 7100 33 16 51
22 66 F - 9 ND 7200 28 2 70
23 46 M - 12 R 6300 55 7 38

Se muestran la distribucion por edad y sexo y los datos de laboratorio de cada paciente, donde se indica que
pacientes tuvieron recaidas de la infeccién tuberculosa, duraciéon de la enfermedad, cepa susceptible o
resistente a los medicamentos antifimicos; GB, glébulos blancos; Linfos linfocitos; M@ monocitos; PMN,
polimorfonucleares; M, masculino; F, femenino; ND, no determinado.
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Tabla 9. Pacientes coinfectados con el VIH-1/Mtb

Paciente Edad Duraciéon | Cepa GB Linfos | M@ | PMN
Sexo | (meses) Mtb (mm?3) (%) (%) (%)
(afos)

01 36 M ND ND 3850 26 0 74
02 22 M ND ND 5500 42 2 55
03 34 M 21 R 4700 44 2 54
04 56 M ND ND 2350 38 3 59
05 51 M ND ND 3300 37 2 59
06 24 M 9 ND 3300 42 9 47
07 22 M ND ND 3950 11 ND ND
08 25 F ND ND ND ND ND ND
09 46 F 2 S 4800 28 2 70

Se muestran la distribucion por edad y sexo y los datos de laboratorio de cada paciente, donde se
indica duracion de la enfermedad, cepa susceptible o resistente a los medicamentos antifimicos; GB,
glébulos blancos; Linfos, linfocitos; M@, monocitos; PMN, polimorfonucleares; M, masculino; F,
femenino; ND, no determinado.
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on the Phenotype of Peripheral Blood T Cells of AIDS Patients
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Whila tha datrimental consaquances of
opporiumste  lubarculozs  (TE) in tha
course and oulcome of HIV-1 infection are
wiall studied, Iitle intormabon abowt tha
pact of the mycobactanal infection on lha
phenclype of T ymphocyles & available. In
this study we analyzed by cylolluonmelry
the peripheral blood T call phenotype of 13
palients wilh AIDS, 23 HIV-1 negalive
pabents with aclve pulmonary TB, ming
HIV-1/Mycobaclerium  tubsrcwlosiz  coin-
fected individuale, and 21 age- and sax-
malched healthy conlrals, CO&+ T cells
ware aqually depleted in AIDS and coin-
fection (P-=0.001). The findings suggesl a
ragcuing affact of the added mycobaciarial

infaction, CD2E T call loss was not absaneed in
comlechion, whereas il was savarg in AIDE
(P==0.001). Similar {zlbeil less striking) el-
fects ware obsorved with olhwer markors
[C4ERA, CO4ER0, and CDZT) thal wara
diminighed in CO4+ T cells of AIDS palients.
Apparent delnmental efects of the added
mycobactarial infection wem the increased
expresgion of lhe preapoplolic molecole
CDE5 on CD4+ T cells, and decreased
exprazzion of the major costimulatory mole-
cule COZ8 an COB+ T cells. In this work
we show lhat M lubsrcwloss infaclion
modifiaz the T cell phanotype of the HIV-1
infacted individual. J. Clin. Lab.  Anal
P0:B0-A6, 2006 & PNE Wiley-Liss, Ino

Kay words: HNV-1; AIDS; tubarculosiz: flow cytomatry; T calls

INTRODUCTION

The synergistic interaction of Mycebacterium fubercn-
fosis (Mtb) and human immunodeficiency virus type |
(HIV-1) poses an important challenge to public health,
particularly in less-developed countries. The impact of
the HIV epidemic on the incidence of tuberculosis (TB)
1s important: 9% of the 8.3 million new TB cases and
12% of the 1.8 million TB deaths in 2000 were HIV-
related (1). On the other hand, TB aggravates the course
of HIV-1 infection and is the cause of 11% ol all adult
acquired immunodeliciency syndrome (AIDS) deaths
(1). The superimposed Mtb infection, by further
activating the immune system, favors cell infection and
intracellular viral replication (2).
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The high susceplibility of patients with AIDS to Mib
infection 13 probably related (o a progressive decling of
CIMd+ T cells (3), which play a cenfral role in the
immune response to Mtb (4). Moreover, CD4+ T cells
are dysfunctional even before depletion occurs, with
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poor in vilco blastogenic responses (5 7), diminished
eylotoxic activity (8), increased apoplosis (9,100, aml
defective T cell costimmlation, which is associared with
decreased expression of CT2E and CTHOL on CDd+
T cells (11 13). High levels of soluble CD27 and CL¥30
in serum that correlate with high viral loads in plasma
and CD4+ T ¢ell loss have also boen reported (14,130,
Related Lo the above T cell defects, particularly CID4+
T cell deplation, HIV-1 infection iz frequently compli-
catedl by opportunistic infections, including TR (3),
AIDIS/TR coinfected patients present higher viral loads
and follow a poor chmeal course thal 15 related o
several factors (16). Lymphocyle achivation is erucial for
viral infection and replication (17,18), and myvecobacteria
are potent activators of CD4+ T cells (4). In addition,
the T cells of TH patents produce high levels of tumor
necrosis factor alpha and interleukin 6, which promaote
viral replication (2.19). On the other hand, a defective
T el response s fMreguently observed in TH, which is
manifested by CD4d= T call ymphopania and anergy
(20,21, Tn addition, as observed in ATDS, abnormal
apoptosis of T cells and dysvegulation of the eviokine
nelwork with predominance of a Th2 response are
frequently observed in TH patients (22,23).

In view of the above dala, we considered i1 possible
that in dually infected patients the impact of mycobac-
terial antipens on the immune system of HIV-1-infected
individuals might modity the phenotype of peripheral
blaad T cells. T test this hypothesis, we investigated the
phenotvpe of peripheral blood T cells in paticnts with
AIDS, patients with pnimonary TB, and AIDS/TB-
coinfected individuals, with an emphasis an the expres-
sion of T cell costimulatory molesules,

MATERIALS AND METHODS
Study Population

This study mchaded 13 AIDS patients, 23 HIV-1-
negative palients with active pulmonary TH, and nine
AIDS/TB-coinfected individuals. Patients were recruited
at the Centro Estatal de Informacion sobre 3T A in San
Lauis Patosi, México, and the Hospital de Tnfectologia,
Centro Médico La Raza, Instituto Mexicano del Seguro
Social, in Mexico City. The HIV-1 diagnosis was
done by a standarnd screening enzyme-limked mmmuno-
sorbent assay (FLISA: LimFlisa HIV 1+2 Reconvinant,
La Havana, Cuba) and confirmed by immunoblotting
{Grupo Roche Syntex, Mexico City, Mexico). Al the
time of hleeding, patients were taking medications guch
a5 zidovudine (AZLT), didanosine (ddl), and zalcitabine
(). The TB diagnosis was based on clinical and chest
N-ray data and confirmed by sputum culture and/or by
demonstrating acid-fast bacilli on sputum smears. For
controls, blood samples were obtained from 21 indivi-
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cluals who were HIV-T-negative and clinically healthy,
The AIDS patients (iwo lemales and 11 males) varied
in ape from 28 to 51 years (mean =34+ 6 years), The
ATDS/TR-coinfected patients (two females and seven
males) varied in age from 22 to 56 vears {mean = 35+
13 years). The TB patients (10 females and |3 males)
ranged in age from 29 1o 78 vears. The average age was
554 14 vears, and six patienis (26%) were elderly (=65
yvears old). OF the 23 TH patents, 10 who matched the
age of the ATDS and coinfected groups were chosen for
comparative statistical analysis. These 10 HTV-1-nega-
tive TB paticnts (Ove lemules and fve maldes) vared in
age from 29 o 49 vears (mean = 4147 years), The
healthy controls (11 females and 10 males) varied in age
from 21 10 64 vemrs (mean — 344+ 15 vears).

Monoclonal Antibodies

Monoclonal antibodies (mAb), unlabeled or labelel
with flunrescain isothincvanare, R-phvooervthrin, or
R-phycoerithrin-Cy 5, were abtained from varions labo-
ratones, wAb to CD3 (clone UCHT, IgGl), CD43EA
(clone FY-11-13, IpG1), CD30L (clone MB1, IpG2b),
CD40L (clone TRAP1.3.6, IgGl), and CD27 (clonc
LT27, Tgli2a) were purchased Mrom Serotec (Raleigh,
MUY mADb to CD (clone RPASTS, 1pG1), CID2E (clone
CI2E2, pdl), CD95 (clone DXZ, IpGl), and
CIMSRO (clone UCHLIL, Igti2b) were obtamed from
Pharmingen (San Diega, CA). mAb against CDM {clone
MT310, IgGl), CDE (clone DK23, IgGl). and CD30
(clone Rer-H2, IpG1) were purchased from the Daka
Corparation  (Carpinteria, CA). Apprapriate isotype
control antibodies were employved,

Flow Cytometry Assay

Blood samples were obtamned from patients amd
controls by vempuncture in Vacutainer tubes {Hecton
Dickinson, San Jose, CA) with EIYTA as anticoagulant,
Peripheral blood monomuclear cells (PBMC) were
imonlated by centnfugation n Histopagque-1077 pradient
{Sigma, 5t. Tounis, MO). PRMC (5 = 107) were stained
with mAbs or isotype controls for 30 min in the dark
at 4°C, and washed in PBS with 1% fetal bovine serum
and (L1 % sodium azide, The cells were then mcubated
with the indicated labeled wccondary antibodies far
30 min, Afler the cells were rinsed they were lixed with
1% paraformaldchyvde in PBS. At least 10,000 cells
were analveed in oa two-color FACScan™ {Becton
Dickinson, San Jose, CA) operating with Cellquest
saftware and a 48E-nm argon laser. The cells were
pated according to typical forward and right angles 1o
establish a lymphocyte gate that excluded blasts, cell
debris, and cell ageregates.

4 Chin, Lab Anpd DO 100002/ jcda
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Statistical Analysis

To establish statistical differences between groups,
we anmalyzed the datn with a one-way analysis ol
variance {ANOVA) and Tukey post test using Graph-
Pad Prism version 3.02 for Windows (GraphPad Sofl-
ware, San Diego, CA),

RESULTS

The statistically significant changes observed in 23 TR
patients were as follows; decreased CD3+ T cell counts
(= 0.03), severe depletion of CId+ T lymphocyles
(P=0.001), and low CDE+ T cell counts (P<=-0.01)
C+ (CDASRO and CDG/CE0 T cell subsets were
increased in percentage (M-=0.01 and = 0,03, respece
tively), The expression of the CD2E T cell costimulatory
molecule on CD4= and CDE= T cells was severely
dimimished (< (0.0401).

In the AIDS patients, flow cytometry results revealed
a severe CD3 T cell loss (controls: 1,518+ 19/mm™,
AlDE; 'i‘lﬂlll-l?_."mmq'] that was highly significant
(P =0.001) C3 T cell counts in ATDS/TB-cainfection
(911 + 582/mm”) and TR patients (1209 + 676/mm”) wers
ol significontly different from those of contiols,

Table 1 and Figz. | and 2 show the results of the How
cytometry analysis of CIM= T cells. As expected, in
ATDS patients CD4+ T cells were severely diminished in
both percentage and absohute numbers (F=0.001). In
ATDSTB coinfection the los of CD4+ T cells was also
very severe (percentage and  absolute  numbers,
F <0000}, HIV-1-negative pulmonary TR also exhibited
CDd+ T cell loss, but of lesser significance (percentage
and absolute number, P-<0.01). Regarding the expres-
sion of the CD45RA naive T cell marker, the CI4+)
CDASRA+ T cell subset was severely diminished in

ALDS (P<0.001), while in coinfection the loss of ths
subsel was less significant (P=<0.01). Markedly redoced
CIM4+/CD45RO+ T cell counts were observed in AIDS
patients (P<0.001), whereas these cells did not differ
significantly between coinfected individuals and controls.
As regands the proapoptotic CT95 molecule, in ATDS
the absolute number of CD44 T cells that cxpressed this
miarker was decreased (< 0000) and the percentage was
unchanged. In AIDS/ TB-coinfection the absolute num-
ber of CDA+/CD35+ T cells was also diminishesd
(P<005), bat the percentage was higher than that of
coptrols (F=0.03), We also apalveed the cxpression of
the T cell costtmulatory molecules CD27,  CI3E0.
CD20L, and CD40OL, which belong to the TNF family
(24), and of CD28, a member of the immunoglobulin
superiamily {23). In ALDS patients the CDS/CD2T 1 cell
subset was diminished in absolute numbers (f=0.05),
whereas in AIDSTB-coinfected individuals these cells
were within the normal range. In HIV-l-negative TH
patients CD2T expression was not altered. Contrary to
findings in the literature (15), in this study the expression
of CD30 and CD30L on T eells of AIDS paticnts was oo
cifferent from that of controls. These cells were also
within the normal range in coinfected and TD paticnts.
Tn all stwdy groups the expression of CD40L on CD4+
T cells was within control valies. As repards the major
T cell costimulatory molecule CD28, s expression
i U T cells of ALDS patients was severcly decreased
in abgalute numbers (<0001} In HIV-1-negative TH
patients the CD4+/CD28+ T cell subsct was also
diminished (F=0.05). In AIDSTR coinfaction, the
diminished expression of CD28 an CTH-+ T cells was
sumilar to that observed in ALDS (F<0.001},

Table 2 shows the results of the flow cviometry
analysts of CDE+ T cells. In all study groups the

TABLE 1. The peripheral blood €14+ T cell phenatype in HIV- 1 Myeobactorium taberenlesis eninfected patients®

Controls (u =21 AIDS (n = 13) HIV/TE n=4) TE (n = 10)

Markar % | % ] % $ % ]
CD3CIM =1l §84.4392 E+6" HE+ 1T 10+ 10° 176+215 M +5" 456+ 195"
COMCDASRA 24411 1T+146 27435 1446418 W+ 234 4+ 220P 35+24 181+ 143
CDM/CTMAR0 50419 1634143 59425 0467 66470 194 167 66418 3014167
TS 37436 410 4348 58425 4 47 72438 49 4 1334 430 316 4 267
CD/CDT 11+36 400 4449 26+29 23428 35+ 30 66+ 102 3T+ 41 293+ 240
CIM/CTI30 142 9412 348 246 N 040 444 0419
CLMCIAL 2430 1464 183 A5 T4 50 17 Sk 2 164 16 1005 40w
'L—lliH.l'i'ZJHﬂl. 9411 &l 4107 LR 11430 22418 Fu EOEE] 144 T4 10
COCEE 684 34) T 378 16429 47+ 49° 51430 136+ 237 e 12 LI Ik

*Medin, absolute cell counts and pereentage # stondard deviotion of How cytometry resulis. Stansteally sigmficont differences betwesn groups

wern determined by ope-way ANOVA with Tukey podt test,
"Symificontly different from the control group (F<0,03),
"Significantly differsnt from the control group (F=0.01)
“Hignificanily diMeieot fioon the aotinl gooup (F-=00001)

S Chn. Eab. Awal, DOL 100002 el
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Fig. 1.  Flow oteanetry analysis of paogdisal blood s2lis Giom 13 ATDS paticnts, nine HIV-1/AS, tabereulmais-confested patients, and 10 HIV-
I-negative patints with pulmosary TH. Sigoificnt imalis are shown in absolute mombers and peremitage of CO8+, GO+ COSR A+, and
CDA+[CD95, The box plot tepresents the median, 2575 perccatile, aud exticne values. a: Signaficantly different lrom comteel group (P==0.05).
e Sigmbcantly different from control group (£ 001 & Sigmficantly different from comteal gronp (# < 0.6}

percentages and absolute numbers of these cells did
not differ from those of controls, However, CDE= cells
showed a tendency to increase (AIDS/TE: 3924430/
mm: AIDS: 458 4_'343{'“1"11). Expression of CD45RA
and CIMSRO an CDE+ T cells of all stady gronps
was nol allered, Expression of CD85 on CDE+ T cells
of AIDS, AIDSTE coinfection, and HIV-l-negative
TH groups was also within control values, Regarding the
T cell costimulatory molecules, the expression of CD27,
CIAED, CIA0L, and CTOL on CDE+ T cells was within
comtral values in all study groups. In contrast, in AIDS
paticnts the number of CD8+ /CD2E T cells was reduced
in both absolute numbers and percentage (F=<0.01). Tn

HIV-negative TR paticnts the absolite numbers of these
cells was also reduced (P<0.01). In AIDS/TB coinfec-
tion, CD28 expression on CDE+ T cells was severcly
diminished in percentage bul not in absolule numbers
(FP=0001). Fignres 1 and 2 show a graphic representa-
tion of the statistically signilicant results,

DISCUSSION

The consequences of opportunistic TH on the clinical
course and outcome of HIV-1 infection have been well
studicd (1). In contrast, information regarding the
mpact of the mycobacterial infection on the T cell

J. Clin, Lab, Anal. DOT 10,0002 jda
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TARLE 2. The peripheral blood €D8= T cell phenotype in HIV-1/ Myeobacteriam fuberculosis eninfected patients™

Contrals (n=21) ALDSE (n = 13) HIY/TH (n =% TB (o= 10)

Marker U | “a -] % - “h ¥
CDICDE 0+8 4734216 31+24 4558+ 3143 19 502 +43) 13£8 2444 142
CDS/CDMSRA $5+17 024182 42439 19+ 217 2717 153+153 A8+21 192170
CDE/CIMSRO 47126 IT3+174 19428 267 +216 364£12 224 4229 G027 168 +137
CO/CDes A24+76 2514181 16436 190 + 245 A +39 ML A5+ 36 169 + 183
CIE/CD2T 32411 1464138 25420 L 13413 104+ 12 134 3% 02 - T
CDECD30 6+ 16455 142 T+14 0+0 O£0 T+8 17423
LI CTIANL 264 W 1104 160 27445 19 4 36 445 27438 1348 241
I OIS0 10425 KRN 22437 554 1546 243 15+ 34 T4+8 14414
OOV 53+ W2L110 164 29" 584 90" HESLY 120 W6 TTETH

*Madia, absahate cell counts and percentage + standard deviation of flow cytometry results, Seatistically significant differences betwesn groups

were determined by one-way ANOVA with Tukey post test.
*Significantly different from the control group (P <0.05).
"Significantly different from the control group (F<0.01).
“Eigmficantly different from the contral group (2 <00001)

phenotvpe of the HIV-l-infected individual 15 scanty.
Here we analyzed by flow cytometry the peripheral
blood T cells of AIDS patients with and without
pulmonary TH. In AIDS patients opportunistic TH
did not further decrease CIM4= T cell counts. This
was somewhat unexpected since two conditions charac-
terized by CD4+ T cell loss converge in the coinfected

S Clie, Lab, Awmal, DO 10,1002 il

ndividual. In HIV-1l infection, CD4+ T cell loss is
propressive and severe and predicts a bad outcome
(33 In TB, C4 lymphopenia is less Mrequent and severe,
is not always associated with a bad outcome, and may
be corrected with antituberculous chemotherapy (21).
Our observations suggest a rescuing offect of the
superimposed mycobacterial infection. The reversal of
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the severe CD3< T cell loss in ALIDS patients 1o healthy
control valoes m coinfected individals 15 noteworthy.
Thiz finding conld be relevant since CD3+ T call loss
may predict the development of ATDS independently of
CD4 counts (26),

CDd+ T cells that express the cell-surface isoforms
CD43RA and CD45R0 are major targets in 1IV-1
infeetion (27). The CI43RA marker charcterizes naive
cells that differentiate into CD45R0O memory cells after
antigen activation (28). In this work we found that the
diminished expression of CTHMSRA and CD4SRO on
CD4+ T cells was paclially reversed o coinfected
indiviclals. A smmlar (albeil less simking) rescuing
effect was observed in the diminished expression of
CD27 and CDY5 on CD4+ T cells. The latter i3
an interesting inding because HIV-1 micction 13 known
to increase the expression of CD¥5 on T cells, which
is associated with decreasing peripheral blood CDH+
T well counts (9.10,29),

The interaction of CD28 with its lipand BT plays a
crucial role in T cell activation (25). Tn ITV-1 infection
CD2% plays both positive and negative roles. CD4+
T eell activation through TCK and CD2E promotes viral
transcription (30). CD28 costimulation may also inhibit
HIV-1 infection by downregulaling chemokine receplor
expression (31). Decreased expression of CD2Y on both
CD4+ and CDE+ T cells has been observed in HITV-1
infection (11,32), and depletion of the CDE+/CD2E+
T cell subset was reported in a previous study of TR
paticnts (33). In our TB paticnts we obscrved a severcly
decreased expression of CD28 on both CD4+ and
CDE+ T eells. We also found a decreased expression of
CD28% on CD4= T cells of AIDS patients thatl was not
modified in the coinfected patients, The CDE+/CD2E+
T eell subsel was similarly reduced and, inlerestingly,
depletion of this subset was higher in AIDS/TH
comnfection. The elfects of CDS+/CD28+ T cell loss
in the course of HIV-12 infection are unknown. CDE+
CID28 T eells dilfer from CD28+CDE8+ T cells in their
high catalytic activity, elevated IFM-y production, and
increassd tendency to apoptosis (32,34). The diminished
expression of CD28 on CDE+ T cells has bheen
attributed to repeated antigenic stimulation (11,32}, as
observed in AIDS and TB.

In summary, in this study we found that the T cell
phenatype of AITYS patients is impacted by additional
M. tubercnfosiy infection inducing both negative and
positive ellfects on peripheral blood T cells. A prospec-
tive follow-up study 15 needed to determine whether
these changes influence the course and outcome of the
AIDS/TR-coinfected incividual, It is possible. however,
that the increasad expression of the proapoplotic
molecule CT95 on CDd+ T cells, and the decreased
expression of the major costimulatory molecule CTI28
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on U138+ T cells related 1o the additional mycobacteral
mfection [urther compromise T cell Tunction in the
HIV-1-infected parient,
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